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Résumé

Ce travail de recherche est visé sur la valorisation de deux espéces endémiques du Maroc :
Euphorbia résinifiera et Retama dasycarpa. Ces deux especes sont largement utilisees
traditionnellement pour soigner certaines maladies mais sans confirmation clinique. Le travail
de cette thése comprend trois parties : la premiere partie montre une revue bibliographique, une
deuxiéme partie est consacrée aux matériels et méthodes utilisés lors de notre partie
experimentale et une troisieme partie qui fait appel aux résultats obtenus ainsi qu’aux
discussions. Ces résultats montrent que les deux especes sont riches en métabolites secondaires
tels que les composés phénoliques, les flavonoides, les tanins condenses et les caroténoides.
Les extraits présentaient dans la plupart des cas, ont des bonnes propriétés antioxydantes,
antibactériennes, anti-inflammatoires et antidiabétiques. L’extrait hydroalcoolique d’Euphorbia
résinifiera obtenu par macération était le meilleur antioxydant testé avec une IC50 égale a
0.20+0.014mg/ml comparable avec I’acide ascorbique qui égale a 0.10+£0.01 1mg/ml. L’extrait
des feuilles de Retama dasycarpa obtenu par sonication était le meilleur antibactérien testé, avec
une meilleure efficacité contre Staphylococcus aureus, une valeur de (36.2+0.5mm) a été
enregistrée au test de diffusion de disque. L’extrait des feuilles de Retama dasycarpa obtenu
par sonication a pu atteindre une meilleure efficacité anti-inflammatoire qui égale a 76.32+0.3%
en les comparants avec le standard acide diclorofénac qui égale a 93.31+0.1% a la méme
concentration de 8§ mg/ml. L’extrait hydrométhanolique d’Euphorbia résinifiera obtenu par
macération était le meilleur antidiabétique testé avec un pourcentage de 71.29+4.6%
comparable avec 1’ Acarbose qui a enregistré une valeur de (90.21+2.3%). De plus, les extraits
de deux plantes n’ont montré aucun signe de toxicité qui simplifie que ces deux plantes ne sont
pas toxiques. Quelques composés intéressants ont ét¢ identifiés a 1’aide de la chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) et les résultats encouragent a
améliorer la connaissance de ces especes et fournissent une base solide pour leur mise en valeur,

ainsi que pour I’exploitation pharmacologique appropriée.

Mots-clés : Euphorbia résinifiera, Retama dasycarpa, méthodologie de surface de réponse,

toxicité, activités pharmacologiques.



Abstract

This study aims to evaluate two endemic Moroccan plants, Euphorbia resinifiera and Retama
dasycarpa, both of which have a rich history of utilization in traditional medicine for various
health conditions. Despite their widespread application in conventional practices, a significant
gap remains in scientifically validating the efficacy of these plants. The thesis is organized into
distinct sections to facilitate a comprehensive exploration and analysis of these botanical
species. The initial section offers an extensive bibliographical review, while the subsequent
section details the methods and materials utilized in the research. The final section presents the
results and discussions derived from the study’s findings. The results indicate that these plants
are valuable sources of secondary metabolites, including polyphenols, flavonoids, tannins, and
carotenoids. Furthermore, various extracts demonstrated noteworthy antioxidant, antibacterial,
anti-inflammatory, and antidiabetic activities. Notably, the aqueous methanolic extract of
Euphorbia resinifiera, obtained by maceration, exhibited the highest antioxidant activity, with
an IC50 value of 0.20+£0.014mg/ml, compared to 0.10£0.011mg/ml for Ascorbic acid. In
addition, the leaf extract of Retama dasycarpa, obtained by sonication, showed the most
potential antibacterial activity against Staphylococcus aureus, with an inhibition zone
measuring 36.2+0.5mm. Moreover, these extracts displayed significant anti-inflammatory
activity (76.32+0.3%), In contrast to standard diclofenac, which recorded an activity of
93.31+0.1% at the same concentration (8mg/ml). Regarding antidiabetic activity, the aqueous
methanolic extract achieved the highest inhibition percentage of a-amylase (71.29+4.6%),
though the standard inhibition was higher at 90.21+2.3%. Importantly, both plants exhibited no
signs of toxicity. Additionally, interesting compound were identified through GC-MS analysis,
and the results obtained warrant further investigation into these plants and provide a solid

foundation for future pharmacological exploration.

Keywords: Euphorbia resinifiera, Retama dasycarpa, surface response methodology,

toxicity, pharmacological activities
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Introduction générale

Depuis I’antiquité, les humains utilisent les plantes pour différentes raisons, notamment pour
soins de santé et I’industrie alimentaire. Aujourd’hui, la nature reste une source fiable d’agents
médicinaux (Thamer et al. 2021). Environ 40% des médicaments actuellement disponibles sont
directement ou indirectement dérivés de produits naturels, principalement d’origine végétale
(Obouayeba et al. 2015). Selon I’organisation mondiale de la santé, environ 65 a 80% de la
population mondiale dans les pays en développement, les soins de santé primaires dépendent
des plantes médicinales traditionnelles en raison de la pauvreté et des difficultés d’acces a la
médecine moderne (Patkar et al. 2015). En Afrique, les gens utilisent encore largement les
plantes médicinales, pour soigner les maladies, ainsi que 1’utilisation de plantes médicinales

fait partie intégrante de la culture africaine (Koné et al. 2012).

Le Maroc possede une flore riche mais peu valorisée ou les zones qui abritaient
traditionnellement une végétation riche et diversifiée ont tendance a se décliner. Parmi cette
vegeétation rare, on retrouve des plantes médicinales et aromatiques, traditionnellement utilisées
par nos ancétres dans plusieurs activités, y compris 1’aromatisation des aliments, les arts
culinaires et surtout pour des fins medicinales. Ces plantes sont sous-évaluées et rarement
¢tudiées d’un point de vue scientifique mais cela nous a incité a étudier les activités tels que
’activité antioxydante, antibactérienne, antifongique...ainsi que la composition de ces plantes

pour savoir les molécules responsables de ces activités (Gulcin 2020).

Récemment, on s’intéresse de plus en plus a la chimie végétale, car les plantes présentent
une source essentielle d’une grande variété de molécules bioactives utilisées dans 1’industrie
alimentaire, la cosmétologie et la pharmacie. Certains composés bioactifs d’origine végétale
comprennent les coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tanins, les terpenes et
les flavonoides (Liu et al. 2020, Ita and Eduok 2022).

Les propriétés médicinales des plantes sont attribuées a des produits synthétisés dans la
plante elle-méme, appelés métabolites secondaires. De nombreux de ces métabolites,
principalement les polyphénols, sont des antibiotiques au sens large car ils protegent les plantes
contre des champignons, des animaux, des bactéries et mémes des autres plantes (Buchanan et
al. 2000). Ces polyphénols sont egalement connus pour leurs activités biologiques directement
lices a la santé humaine. Ils sont utilisés en chimiothérapie et dans le traitement de divers
cancers (Manach et al. 1996). Ils existent aussi au tant qu’ingrédient dans plusieurs préparations

cosmétiques faites pour le traitement du vieillissement cellulaire et la protection cutanée



(Menaa et al. 2014). Les polyphénols sont connus pour leur activité antioxydante importante,

parce qu’ils peuvent agir par piégeage directe des espéces réactives de 1’oxygene (Jan et al.
2015).

Dans le cadre de la valorisation des plantes aromatiques et médicinales, nous nous sommes
opté pour deux plantes : la premiére est Euphorbia résinifiera de la famille des Euphorbiacées,
une grande famille botanique comptant de nombreuses espéces utilisées traditionnellement
comme anti-dysenterie et purgatif (Crepaldi et al. 2016), Et la deuxiéme est Retama dasycarpa,
appartient a la famille des Fabacées, une grande famille qui est utilisée traditionnellement pour
le traitement de plusieurs maladies en raison de sa richesse en produits phytochimiques tels que
les polyphénols, les flavonoides, les tanins (Komlaga et al. 2015).. Le choix des plantes a été
justifié par leur caractéere endéemique du Maroc et aussi par une recherche bibliographique
approfondie qui a révélé que ces especes font I’objet d’un nombre limité de rapports

scientifiques ou bien quasiment inexistant.

L’objectif de notre travail de thése est donc de réorienter les utilisations traditionnelles
d’Euphorbia résinifiera et Retama dasycarpa et de confirmer ou infirmer son efficacité
thérapeutique. A cet égard, nous avons mené une étude phytochimique accompagnée d’une
étude pharmacologique de la partie aérienne d’Euphorbia résinifiera et de deux parties (feuilles
et tiges) de Retama dasycarpa dont la partie phytochimique a été consacré pour le choix de
solvants, de préparation des extraits avec différentes méthodes et solvants et la réalisation des
dosages des principaux métabolites secondaires (polyphénols, flavonoides, tanins et
caroténoides), et la partie pharmacologique a €té consacré a évaluer plusieurs activités
biologiques in-vitro comme I’activité antioxydante, activité antibactérienne, activité anti-
inflammatoire, activité antidiabétique et activité antifongique. Ainsi qu’une étude sur la toxicité
aiglie des extraits des deux especes in-vivo selon le protocole décrit dans la ligne directrice
OECDA423. Et I’¢tude a été finalisée par I’étude des molécules présentes dans les extraits par

une analyse de GC-MS.
Aussi, le manuscrit est structuré en deux parties :

» Une étude bibliographique, dans un premier temps qui s’attache a définir les concepts et
a étaler 1’état de connaissance. Ainsi, il sera procédé a la présentation d’un récapitulatif sur les
deux especes endémiques d’Euphorbia résinifiera et Retama dasycarpa, de méme seront
importants de donner apercu sur les métabolites secondaires et aussi les multiples activites

biologiques et pharmacologiques étudiés.



» Une ¢étude expérimentale qui sera consacrée au choix de solvant, d’une part utilisé en
admettant la littérature scientifique pour la partie aérienne d’Euphorbia résinifiera et d’autre
part au traitement de 1’effet de la combinaison des plusieurs solvants a polarité croissante sur le
rendement en composeés phénoliques des feuilles et des tiges de Retama dasycarpa en utilisant
la conception simplexe centroid qui nous permettra de sélectionner un mélange optimal qui
permet de garantir une réponse maximale. Par la suite, nous examinerons une étude sur les
dosages des différents composés phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides, tanins
condenses et caroténoides) présents aux niveaux des extraits préparés des deux especes. Par
ailleurs, une autre partie sera consacrée pour 1’évaluation de plusieurs activités biologiques in-
vitro (antioxydante, antibactérienne, anti-inflammatoire, antidiabétique et antifongique), aussi
bien qu’une dernicre partie qui sera destinée a 1’étude de la toxicité aigue in-vivo des deux

especes ainsi que leurs compositions chimiques par GC-MS.



CHAPITRE I :
REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



I. Les plantes aromatiques et médicinales

I.1. Les plantes aromatiques et médicinales dans le monde

La valeur clinique, pharmaceutique et économique des plantes aromatiques et médicinales
continue de croitre, méme si cela varie d’un pays a I’autre. Chaque pays utilise sa maniére pour
adoption de plusieurs approches en mati¢re d’autorisation, de fabrication, de préparation et de
commercialisation des plantes afin de garantir leur efficacite, leur sécurité et leur qualité aussi.
La croissance de l’industrie pharmaceutique et le développement de nouveaux produits
médicaux synthétiques et biologiques plus efficaces n’ont pas réduit I’'importance des plantes
aromatiques et médicinales mais au contraire, la croissance démographique dans les pays en
développement et 1’intérét croissant des pays industrialisés ont considérablement accru la
demande des plantes aromatiques et médicinales et leurs dérivés. L’usage de ces plantes connait
depuis peu un engouement sans précédent ce qui laisse les gens recherchent de plus en plus de
médicaments naturels, parallélement au domaine de la cosmétique, on trouve que les produits

a base naturel est de plus en plus utilisé aujourd’hui (Dejouhanet and Pinton 2023).

Ainsi, le commerce mondial des plantes aromatiques et médicinales s’éléve a prés de 0.5
million de tonnes pour une valeur d’environ 1.2 milliard d’euros. L’Allemagne, 1’Espagne,
I’Italie, la France et le Royaume Uni sont les cinq pays européens figure parmi les 12 pays les
plus grands importateurs mondiaux de plantes aromatiques et médicinales. Ces dernieres
années, |’Europe qui joue un rdle dans le premier plan dans le commerce international de ses
usines avec un quart des importations mondiales annuelles qui lui reviennent, a pu importer
chaque année en moyenne 120000tonnes de plantes aromatiques et médicinales en provenance
de plus de 120 pays différent. 30000 tonnes est le volume global de matériel végétal produit
chaque année dans la nature, et ainsi qu’environ 70000 hectares est la superficie totale des
plantes aromatiques et médicinales cultivées dans 1’Union Européen (Sonwa et al. 2019,

Ouazzani Chahidi and Mechagrane 2023).

1.2. Les plantes aromatiques et médicinales au Maroc

Le Maroc, grace a sa situation géographique et son climat, constitue un cadre favorable a la
culture d’une flore riche et variée. Environ 537 especes endémiques et 1625 espéces rares ou
menacés trouvés parmi les 7000 espéces et sous-especes existants (Kroll 2001). Le Maroc
occupe ainsi la premiere place parmi les pays du sud de la mediterranée pour sa richesse en

plantes endémiques. Vu cette richesse, le Maroc dispose d’un savoir-faire ancestral pour la



médication par les plantes. En effet, il existe un véritable arsenal thérapeutique traditionnel de
recettes et de pratiques, issus des traditions et de croyances, transmis a travers les générations
et/ou recueillies aupres des herboristes, enrichi par les expériences personnelles ou celles des
proches, tout en reposant sur plusieurs paramétres tels que 1’age, le sexe, le niveau d’études, la
situation familiale, le type de maladie , la famille des plantes utilisées et connaissances sur la

toxicité des plantes aussi (Elazzouzi et al. 2022).

1.3. Les plantes aromatiques et médicinales endémiques du Maroc

L’endémisme est le statut d’endémique ou d’étre limité a un district géographique distinct
(Poveda et al. 2020) et les especes végétales endémiques sont des plantes que existent dans une

région géographique particuliére et nulle part ailleurs sur le monde entier (Noroozi et al. 2019).

Avec environ 4200 espéces et sous-especes, le Maroc se caractérise par sa grande diversité
dont 22% de ces espéces et sous-espéces sont endémiques. Ces 22% contient 879 espéces et
sous-espéeces dont 55 familles et 287 genres (Ben-Said and Sakar 2023).

Cette biodiversité et richesse botanique du Maroc existent principalement dans trois régions
floristiques : Le Haut Atlas, Moyen Atlas et les montagnes du Rif, sans oublier qu’il est
nécessaire de faire des efforts de conservation dans les zones méditerranéenne et saharienne
(Fakchich and Elachouri 2021).

I.4. La définition des plantes aromatiques et médicinales

Depuis I’antiquité, I’homme se soigne avec les plantes aromatiques et médicinales par savoir
I’action de ces plantes sur I’organisme (E et al. 2021). Ces plantes médicinales sont considérées
comme des médicaments végétaux au sens de la pharmacopée, dont au moins un organe posséde
des propriétés médicinales. Non seulement, le c6té médicinale mais aussi, ces plantes ont des
usages odorants, cosmétiques, rituels, etc.., et qui ont été associées aux savoirs traditionnels et
culturels. Depuis 2003 et selon les statistiques de 1’organisation mondiale de la santé (OMS)
ont prouvé que 80% de la population mondiale utilise les médecines traditionnelles pour
répondre a leurs besoins en matiére de santé primaire (Abdelli et al. 2016). Plus que 20000
especes de plante ont été cultivé a travers le monde et qui ont été utilisé pour un usage culinaire,
médicinal, cosmétique dont 50% sont utilisés dans I’industrie pharmaceutique (Abchir et al.
2023).



I.5. Le role des plantes aromatiques et médicinales

Aujourd’hui, les plantes aromatique et médicinales suscitent un intérét remarquable avec sa
richesse en principes actifs qui sont exploités dans plusieurs domaines : en matiere
d’alimentation, en cosmétiques, en médecine, en agriculture et en industrie aussi (Horton et al.
2013, Neuhaus et al. 2022). Ces principes actifs se sont des substances naturelles sont connues

par leurs activités préventives des plusieurs maladies.

En effet, plusieurs composés protecteurs comme les phytostérols, les triterpenes, les
flavonoides, les caroténoides, les saponines... Ces composés généralement se sont des
antioxydants, des adduits au niveau d’ADN, des inhibiteurs de formation, des stimulateurs du
systéeme immunitaire, des inhibiteurs des voies métaboliques responsable du déclenchement des

certaines maladies (Razak et al. 2018).

Les plantes aromatiques et médicinales sont d’une grande importance pour la survie des
humains et des écosystemes. Elles contiennent une grande proportion de composes impliqués

dans les réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans 1’organisme (Maina et al.

2020).

Il. L’étude éthnobotanique des espéces étudiées

I1.1. Euphorbia résinifiera
Euphorbia résinifiera appartient a la famille des Euphorbiacées qui se caractérise par deux
caractéres constants sont : le fruit, généralement une capsule tricoque et les fleurs généralement

elles sont inixuées.



Tableau I.1: Hiérarchie toxonomique d’Euphorbia résinifiera

Regne Plantae
Nom arabe Zeggoum S
Genre Euphorbia
Espece Euphorbia résinifiera
Famille Euphorbiacea
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Euphorbiales
Sous-ordre Malpighiales
Division Magnoliophyta
Sous-régne Tracheobionta

I.1.a. Les généralités sur la famille des Euphorbiacées

La famille des Euphorbiacées comprend mondialement 8000espéces réparties en 300genres
(Hmidouche et al. 2023). Cette famille se caractérise par sa trés grande hétérogénéité et elle est
une des cing plus grandes familles des phanérogames. Il n’y a aucune autre famille parmi les

phanérogames ne présente autant de diversité (Stauble 1986).

Cette famille est largement complexe avec beaucoup de potentiel de recherche. Cette
complexité vient de la répartition de 1’habitat, variabilité de la morphologie, aussi bien que
génétique (Yebouk et al. 2020).

Aujourd’hui, de nombreuses plantes de la famille des Euphorbiacées sont utilisées en
médecine (Staub et al. 2015), et pour traitement de plusieurs maladies tels que rhumatisme,
cancer, diarrhée, choléra, etc... (van Damme 1989, Duke 1999, D’ Angeli et al. 2015). Aussi
que les Euphorbiacées sont une source trés importante en phytothérapie, Agriculture,
environnement et pharmaceutique...Elles sont largement distribuées quasiment dans tous les
pays du monde, c’est pour cela que le sol, pH, climat, température et I’humidité sont des
parametres qui peuvent influencer le processus physiologique, les substances chimiques et les
métabolites secondaires des plantes(Zhang et al. 2007, Blair et al. 2008, Bauhus et al. 2009,
Ahmad et al. 2011) .



Les plantes aromatiques et médicinales de la famille de Euphorbiacées sont riche en produits
phytochimiques y compris les phénols, les flavonoides, les saponines, les alcaloides, les tanins
et les huiles essentielles (Ahmad et al. 2011, Tekwu et al. 2012).

Cette famille est une riche variété de médicaments et propriétés potentiels médicinales donc
elle est un bon point de départ d’une recherche de phytomédicament pour I’homme, la nature

vétérinaires et les pesticides aussi (Noureddine et al. 2022).

I1.1.b. Ladescription d’Euphorbia résinifiera

Euphorbia est ’'un des genres les plus répandues de la famille des Euphorbiacées, avec

environ 2000 especes identifiées dans le monde (Abdoul Habou et al. 2013).

Euphorbia résinifiera est une espece endémique de Maroc, distribuée généralement dans le
centre du pays, spécialement dans le moyen d’Atlas a Azilal et Béni mellal, avec quelques

populations dispersées dans les montagnes du haut atlas et de I’anti-atlas aussi (Park 2021).

Elle est connue avec le nom de « Zeggoume » en arabe et « Tikiut » en berbére. Elle est une
plante de 60cm de hauteur avec des tiges vertes et des feuilles rarement observées et tombent
en printemps (Elagdi et al. 2023). Les tiges de cette plante sont a quatre cotés presque carrées,
formant des touffes en forme de coussin pouvant atteindre jusqu’a 2métres de largeur. Les
épines sont courtes et stipulées (2-10mm), situées sur un bouclier ovale bien défini ou le point
d’émergence est largement en dessus du milieu de I’espace interstipulaire (Figure 1.1). La taille
des graines est de 2.7 a 3mm avec une capsule d’environ 4mm. Le fruit d’Euphorbia résinifiera
est une petite capsule (Tchinda and Kuete 2023) a 3 feuilles et a trois chambres avec des fleurs
apparaissent au bout des tiges et commencent a fleurir au printemps. La moelle et le cortex
d’Euphorbia résinifiera comme le montre la figure contiennent de longues cellules laticiferes
ramifiées (Boutoub et al. 2024).

Le latex apparait lorsque cette plante est blessée. Ce latex est sous forme de gouttes laiteuses
(Damiani et al. 2015) et contient des triterpénes euphane, des triterpénes tirucallane, des
spirotriterpenoides de type tirucallane et des nortiterpenes (Chambolle and Pock 2016).



Figure.l.1: Présentation d’Euphorbia résinifiera A: Branche fleurie, b: inflorescence de la téte, c-d:
staminée, e: fleur pistillée, f: fruit, g:graine (Greenish 1933).

Il.1.c. Lataxonomie et distribution géographique d’Euphorbia résinifiera

Euphorbia résinifiera, également appelé résine Euphorbia, est une espéce de dicotylédon
appartenant a la famille des Euphorbiacées (Pérez-Lopez et al. 2023). Cette famille est
composée de plus de 300genres et 8000especes, est 1'une des plus importantes familles des
plantes médicinales (Webster 1994, Hernanz et al. 2022) et la plus cosmopolite des
angiospermes sous-ramifiées (Vasas et al. 2015). Le genre Euphorbia comprend plus de
2000espéces et constitue le plus grand genre de plantes a fleurs qui contiennent Euphorbium

c¢’est un latex irritant (Vasas et al. 2012).

Euphorbia résinifiera est une espece endémique marocaine, est située principalement au
centre du pays (régions d’Azilal et de Béni-Mellal, chaine de montagnes de moyen Atlas
(Benjamaa et al. 2024). 11 s’étend de Demnate dans le haut Atlas central au sud-ouest a la région
d’Elksiba dans le moyen atlas au nord-est, sur une superficie de 316500ha, mais apparait
comme des infiltrations dispersées de Demnate a Ain Ourir( centre du Haut Atlas) en raison de
complexité des facteurs liés aux caractéristiques du sol, a la paléogéographie et au climat
exacerbé. Il s’étend dans la vallée centrale de haut atlas en petites unités isolées. Cela pourrait
expliquer pourquoi d’autres exigences écologiques doivent étre prises en compte en termes de
répartition de cette espéce endémique dans le contexte du changement climatique (Tableau
I.1). D’un point de vue bioclimatique arides a subhumides, mais comprend des variantes
tempérées, fraiches et exceptionnellement froides (Terrab et al. 2022, Taha et al. 2023, Ed-
dahmani et al. 2024).



I1.1.d. Les usages traditionnels et éthnomédicinales d’Euphorbia résinifiera

Euphorbia résinifiera est utilisé d’apres les herboristes et les thérapeutes comme drogue

dans la tradition médicale occidentale (Hmidouche et al. 2023).

Elle subit une forte pression anthropique parce qu’elle développe I’économie dans les zones
du moyen atlas (Hmidouche et al. 2023), avec le miel monofloral qui a une haute qualité

nutritionnelle et thérapeutique.

Pendant longtemps, ce miel a été utilisé traditionnellement non seulement comme un sucre,
mais aussi comme un médicament pour traiter différentes maladies comme : les cataractes, les
ulcéres, les cicatrisations, les brdlures et les plaires aussi (Karabagias et al. 2014, Terrab et al.
2022).

Elle se caractérise par un latex qui s’est utilisé traditionnellement pour le traitement de la

peau, de cancer, des cedémes et de tuberculose (Boutoub et al. 2021).

Au Maroc, la plante entiére (seche ou fraiche) a été largement utilisée contre les tumeurs
(Orman et al. 2022). En 2019, des chercheurs ont signalé 1’utilisation d’Euphorbia résinifiera
contre le cancer par des patients de ’unité d’oncologie (hdpital universitaire Ibn Rochd de
Casablanca, Maroc) et ces chercheurs ont signalé aussi I’utilisation de résine naturellement pour
traiter les cancers du sein, du colon, des poumons, de 1’utérus et d’otorhinolaryngologie(ORL),
leucémie et la stomatologie. La population des montagnes de 1’ Atlas d’Azilal et de Benimellal
ont utilisé sous forme de décoction des feuilles, des racines et des tiges d’Euphorbia résinifiera

par voie orale pour le traitement de cancer du sein et de 1’appareil génitale féminin (Alami et
al. 2020).

Une petite goutte du latex a été utilisée par la méme population pour traiter le cancer de la

peau a usage externe (Alami et al. 2020).

En plus de leur utilisation contre les tumeurs, plusieurs chercheurs ont souligné 1’utilisation
des tiges, des fruits, et du latex d’Euphorbia résinifiera dans le traitement des diabetes, et cette
information est déja appliqué par la population de haut Atlas central du Maroc, centre de la
chaine de I’Atlas d’Azilal nord, chaines de montagnes du moyen atlas , Ifrane, Ouarzazate,
Bénimellal, Khenifera, Tinghir sud et Marrakech aussi (Errajraji et al. 2010, EI Houssine
Bouiamrine et al. 2017, Belhaj et al. 2021, El Yaagoubi et al. 2021).



Euphorbia résinifiera a également été utilise traditionnellement a des objectifs cosmétiques
(El Houssine Bouiamrine et al. 2017), et pour tonifier et soigner les cheveux par la population
de Ksar Kbir (Merzouki et al. 2000).

Dans I’Azilal du nord situé au centre des montagnes de 1’Atlas, des chercheurs ont prouvé
I’utilisation d’Euphorbia résinifiera pour le traitement des dents (EI Alami et al. 2016) avec

une petite goutte de latex.

Dans la région du moyen Atlas, Khénifera et Ifrane, cette plante est utilisé pour le traitement
des inflammations (EI Houssine Bouiamrine et al. 2017) avec de mélange entre 1’eau chaude et
le miel comme le font la population du nord d’Azilal et Bénimellal (EI Alami et al. 2016, Alami
et al. 2020)

Le latex d’Euphorbia résinifiera mélangé avec de I’eau chaude et du miel a été utilisé pour

les morsures du serpent et pigQres de scorpion par la méme population (Alami et al. 2020).

Aussi, le mélange de la poudre des parties séches avec du miel, est utilisé pour traiter les
goitres, des maladies respiratoires, des troubles circulatoires, des troubles métaboliques, des
maladies digestives, des maladies du corps, des maladies de reproduction des maux de téte, de
faiblesse, de jaunissement, des angines, les rhumatismes et les kystes surtout les kystes génitaux
féminins (Alami et al. 2020).

I1.2. Retama dasycarpa

Retama dasycarpa est une plante appartient a la famille des Fabacées (Lahdachi et al. 2015).

C’est une espece endémique du Maroc, adoptée au climat des montagnes de 1’ Atlas.



Tableau 1.2 :  Toxonomie hiérarchie de Retama dasycarpa

Regne Plantae

Genre Retama

Espece Retama dasycarpa
Famille Fabaceae
Sous-famille Faboideae

Classe Equisetopsida
Sous-classe Magnoliidae
Ordre Fabales

Tribu Genisteae

Nom arabe R’tem

I1.2.a. Les généralités sur la famille des Fabacées

La famille des Fabacées ou des légumineuses comprend les plantes qui sont des fruits de
plantes. Dans le monde, les Fabacées se sont parmi les plus grandes familles et se sont
considérés le 3°™ plus grand groupe de plante avec 1940 espéces et environ 730 genres. Les
plus grands de ces genres sont Astragalus, qui comporte plus de 2400 especes, Acacia qui
compte plus de 950 especes, Indigofera qui compte environ environ 700 espéces, Crotania
compte environ 700 espéces et le genre des mimosa compte environ 500 especes, qui représente

environ 9.4% de tous les especes de plantes a fleurs (Krishan Padhy 2021).

La famille de Fabacées présente des caractéristiques extrément diverses ce qui inclut c’est
I’un des plus importants groupes de plantes, car celles-ci sont utilisées par les humains comme
les Iégumes, comme les engrais verts, comme les fourrages et comme culture. Ces plantes sont
utilisées également pour synthétiser une large gamme de produits naturels y compris les arémes,
le poison, les colorants et elles sont également une excellence source a des fins médicinales
(Shah and Patel 2014).

Les especes de cette famille s’étendent des herbes naines de la végétation arctique et alpine

aux arbres massifs de la forét tropicale.

La famille des Fabacées est divisée en 3 sous-familles : Papilionobae, mimosoideae et
caesalpinioideae. Ces sous-familles se sont parfois connues comme des familles separées et

indépendantes et leurs identifications est effectué par leurs fleurs (Benkeblia and Shiomi 2004).



Les plantes appartiennent a la famille des Fabacées sont utilisées pour le traitement de
certaines maladies appelées traitements ayurvédiques, en raison de sa richesse en produits
phytochimiques tels que les polypheénols, les alcaloides, les flavonoides, les tanins, les huiles

essentielles...(Tagboto and Townson 2001).

Cette famille est utilisée traditionnellement a des fins médicinales en raison de ses activités
trés puissants comme 1’activité antioxydante, ’activité antivirale, I’activité antimalarial,

I’activité anti-inflammatoire... (Ndiaye et al. 2012).

11.2.b. La description de Retama dasycarpa

Retama dasycarpa est une plante médicinale endémique du Maroc, originaire des bioclimats

froids, semi-arides des montagnes du Haut atlas (Lamrabet et al. 2023).

Elle est une espéce marocaine appartient a la famille des Fabacées. Cette plante est utilisée
traditionnellement pour traiter des différentes maladies telles que purgatives, anthelminthiques
et aboratives. De plus, des études ont été reportées sur plusieurs activités pharmacologiques
notamment hypoglycémiques, cytotoxiques, antivirales et anti-inflammatoires (Benkhouili et

al. 2022) et qui ont été tres efficaces.

Retama dasycarpa est une plante pérenne, non grimpante, vivace que l’on trouve
principalement dans les vallées intérieures des haut atlas et poussante sous forme d’arbustes
touffus dans les zones humides des régions semi-désertiques en altitude. Cet arbuste dressé est
une espéce pastorale appréciée des troupeaux et pouvant atteindre plus de 3m de hauteur, avec
untronc de 3.5 a 6cm de diametre. Ses gousses sont ovoides et densément poilu avec des graines

jaunes (Leani et al. 2019).

Figure.l.2 : Forét de Retama dasycarpa(Jean-Paul Peltier, 2012)
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I1.2.c. Latoxonomie et distribution géographique de Retama dasycarpa

Au sein de la famille des Fabacées, le genre Retama comprend quatres espéces : Retama
monosperma, Retama raetam, Retama dasycarpa et Retama sphaerocarpa (Missbah El Idrissi
et al. 2021). Retama dasycarpa a été décrite pour la premiere fois en 1878 par Ernest Cosson
et John Ball en tant que genre dasycarpa, puis elle a été adoptée sous le nom de Retama
dasycarpa dans une publication datant de 1892 attribué a Cosson et qui a été par la suite connue

au Maroc par son nom arabe « Algu » ou « R’tem » (Lamrabet et al. 2023).

Cette plante est une espéce endémique du Maroc, adoptée au climat des montagnes de I’ Atlas
avec des bioclimats froids semi-arides (Lamrabet et al. 2023), prospére a des altitudes
comprises entre 1000 et 3000m, avec des hivers tres froids et des étés chauds (Figure 1.2). Le
climat est majoritairement semi-aride (Lin et al. 2024), ainsi que les chutes de neige qui sont

fréquents entre le début de I’automne et la fin du printemps (de Lima Santana et al. 2024).

11.2.d. Les usages traditionnels de Retama dasycarpa

Retama dasycarpa a été traditionnellement utilisé par la population dans de hombreuses
régions du bassin méditerranéen pour traiter la guérison des circoncisions, des rhumatismes,
des maladies de la peau, Eczéma, émétique, diabéte et antiséptique. De plus, cette plante est
sédatif dans le soin local des plaies, des ulcéres cutanées et vulnérables (Bellakhdar 1997).

Elle peut former des plantations naturelles sans avoir recours a un aide artificiel et peut étre
utilisé pour la restauration et la réhabilitation des écosystémes (Hannane et al. 2016).

Retama dasycarpa est utilisé aussi traditionnellement pour soigner plusieurs maladies telles
que I’anthelminthiques, aboratives et purgatives en raison de leurs activités pharmacologiques

tres efficaces comme hypoglycémiques, antiinflammatoires, antivirales. ..

I1l. L’étude des métabolites secondaires

I11.1. La description

Le métabolisme des plantes joue un réle déterminant dans le processus d’infection pathogéne
(Kwok et al. 2021). En effet, la nutrition constitue le fondement de la survie du pathogéne,
dépendante des ressources fournies par 1’hote (Muhie 2022), tandis que le métabolisme végetal
influence directement la disponibilité de ces ressources nutritives (Rojas-Fernandez et al. 2014).
On distingue alors deux groupes de métabolites : des métabolites primaires et des métabolites
secondaires (Heldt et al. 2023).
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I11.1.a. Les métabolites primaires :

Ces composés sont classés en 4 groupes principaux : Les carbohydrates, les proteins, les

lipides et les acides nucléiques (Heldt et al. 2011).

Ce groupe de métabolites remplisse leur fonction de molécules de signalisation pour
déclencher une réponse de défense par des processus de transduction du signal et de
reconnaissant des agents pathogenes (Kachroo and Robin 2013). Le métabolisme primaire joue
un réle tres important pour la croissance, le développement et la reproduction des cellules aussi.
Il se produit pendant la phase de croissance active et commence en présence des nutriments

requis dans un milieu de croissance (Alcaraz et al. 1998).

I11.1.b. Les métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires sont des molécules a distribution limitée dans 1’organisme de la
plante, ils sont largement utilisés dans plusieurs domaines : domaine alimentaire, cosmétique,
pharmaceutique par 'utilisation de plusieurs remedes traditionnelles a base des plantes et
jusqu’a aujourd’hui, les industries pharmaceutiques sont a la recherche de nouvelles molécules
ou substances actives dans les plantes, destinées a I’hémisynthése de composés actifs tant que
ces plantes ou bien ces métabolites ou bien ces molécules utilisés dans la thérapie comme
vasculo-protecteur, anti-inflammatoire, antibactérienne, inhibiteur anzymatique et des

antioxydants...

Beaucoup de facteurs influencent sur les métabolites secondaires tels que : Métaux lourds,
température, lumiere, polyamines, changement climatique, stress nutritionnel, facteurs

environnementaux aussi (Akula and Ravishankar 2011).

Les métabolites secondaires sont émis en petits quantités mais ils sont d’une grande variété
et ils marquent de maniére originale, un genre, une famille, une espéce et ils permettent parfois

d’établir une taxonomie chimique.

Les metabolites secondaires sont nécessaires a sa défense contre les agressions extérieures
et ils se trouvent dans toutes les parties des plantes mais ils sont répartis différemment selon

leurs roles (Heldt and Seifert 2001), et cette répartition varie d’une plante a 1’autre.
Les grandes familles de métabolites secondaires retrouvées dans les plantes comprennent :
-Composeés phénoliques : impliqués dans les interactions plante-plante. Ces composés

comprennent les polyphénols, les flavonoides, les tanins et les anthocyanes....
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-Terpénes : ce sont une grande famille de métabolites secondaires derivés de I’isopréne,
classé selon leur taille en monoterpénes, sesquiterpenes, diterpenes, triterpénes et tetraterpénes.
IIs jouent un réle clé dans la défense des plantes contre les pathogenes et les herbivores,
I’attraction des pollinisateurs, ainsi que la régulation de la croissance (Exemple=gibberellines).
Leur diversité chimique leur permet d’intervenir dans de nombreuses interactions entre la plante

et son environnement.

-Alcaloides : contiennent un atome d’azote dans leur structure, et certains d’entre eux
libérent de 1’acide cyanhydrique lorsque la plante est endommagée. Ils sont synthétisés a partir

d’acides aminés. Ceux-ci incluent I’atropine, la codeine, la lupinine et nicotine aussi...

111.2. La classification des métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires des plantes sont divisés en 3groupes chimiquement distincts

(Alcaloides, Terpenes et Composes phénoliques) :

I11.2.a. Les composés azotés

Les composes azotes sont divises en deux groupes : Acides aminés et alcaloides.

-Acides aminés ne se considérent pas comme des métabolites secondaires et ils sont ceux
qui constituent les protéines et d’autres peptides. La plupart des composés de ces deux groupes

sont solubles dans I’eau (Figure.l.3).

OH
H,N

O

Figure.l.3: Structure générale des acides aminés

Une trés grande variété des métabolites secondaires contiennent de 1’azote dans leur

structure. Ceux-ci comprennent les cyanogénes, glucosides, glucosinate (Bohme et al. 2015).
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-Les alcaloides renferment un groupe chimique tres diverses de composes chimiques
contenant de substances organiques azotés basiques, ils souvent toxiques et ils aient un effet
chimiothérapeutique notable.

Les alcaloides sont une grande famille de plus de 15000 azotes contenant des métabolites
secondaires présents dans environ 20% des espéces de plante vasculaire (Tableau 1.3) (Song
et al. 2024).

La morphine a été le premier alcaloide isolé de 1’opium(1805), puis la stychnine en 1818.
D’autres alcaloides connus sont : colchicine, atropine, tubocurarine, théine, cocaine, acide

lysergique et aconitine (Faura et al. 1998).

Tableau 1.3 : Effets pharmacologiques de certains alcaloides connus.

Nom d’alcaloide Source Activités pharmacologiques

Codeine Papaver somniferum.... Analgésique, antitussive, anti diarrhée,
anti-depréssant, propriétés hypnotique.
(Mazzone et al. 2015)

Atropine Atropa belladonna, Darura | Anti cholinergique, effet anti-myopia

stramonium, Mandragora | (Pineles et al. 2017)...
officinarum, espéces de Berberis,

Canadensis, Phellodendrom... ...

Coniine Conium macularum, Sarracenia | Neurotoxine, antipoison...(Green et al.
flave...... 2023).

Morphine Papaver somniferum, derivés de | Activité sur le systéme central nerveux,
poppy ........ activité sur myentériques plexus,

cedémes pulmonaires aigue, réduire

I’essoufflement...(Takita et al. 2000)

Barberine Coptis  chinensis, Tinospora | Activité anti-inflammatoire, activité
cordifolia, Argemone mexicana, | antibactérienne, antivirale,
Eschscholzia californica..... antidiabétique, anti cancer and des

effets bénéfiques sur le systéme

cardiovasculaires. (Gibbins et al. 2017)

14



strychnine

(b)
S
O
e (@] :
(@)
© (d)

Figure.l.4 : Structure chimique de : (a) morphine, (b) strychnine, (c)colchicine, (d) cocaine

I11.2.b. Terpénes

Les terpenes constituent une grande famille de métabolites secondaires des végétaux avec
20000 structures connues jusqu’a aujourd’hui et sont classé selon leur nombre d’atome de
carbone en monoterpenes, triterpénes, tétraterpenes, sesteterpenes, diterpénes (Tholl 2006,
Matada et al. 2021).

IIs sont des dérivés polymeéres de I’isoprene CSH8(Figure.1.5), et ont la formule de base de
multiples de ce dernier(C5H8)n. Cet isopréne est considéré comme I’un des éléments de

construction les plus préférés de la nature (Heinzen et al. 2024).

X

Figure.l.5: Structure chimique d’isopréne
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Beaucoup des terpenes ont des applications médicinales (Tableau 1.4), et ils sont utilisés
pour le traitement de certaines maladies pour les humains et les animaux aussi (Kabera et al.

forthcoming).

Certains composeés terpéniques sont largement utilisés dans le secteur industriel comme les

ardbmes, les parfums et les épices (Morath et al. 2012, Caulier et al. 2019).

Les tissus végétaux sont liés a 1’adaptation aux abiotiques et les facteurs de stress biotique
tels que les herbivores et les agents pathogénes. Cependant la forte volatilité et la réactivité de
certains terpénoides peuvent également affecter la composition de 1’atmosphére (Maffei et al.

2011).

La volatilité des ces terpénoides fournit pour les plantes un outil de communication avec
d’autres organismes tels que les plantes voisines, pollinisateurs et les ennemis des herbivores,
via des infochimiques air-os. D’un point de vue physiologique, les volatils végétaux sont
impliqués dans trois processus critiques, a savoir I’interaction plante-plante, la signalisation

entre les organismes symbiotiques, et ’attraction des insectes pollinisateurs.

Leur réle dans I’agriculture est la recherche des méthodes durables pour lutter contre les

parasites jusqu’a la production des arémes et des parfums (Maffei 2010).

Parmi les terpénes les plus importants figurent : a-pinéne, pinéne, 5-3-caréne, limonéne,

caroténe, etc,.....Et ils ont des activités pharmacologiques trés variés (Tableau 1.4).
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Tableau 1.4 :  Les effets pharmacologiques de certains terpénoides connus.

Nom de terpénoides | Source Activités pharmacologiques

Limonéne Huiles essentielles Activité antibactérienne, activité anticancérigene, parfum,

insecticide botanique (Garcia-Garcia et al. 2019).

Linalool Huiles essentielles Activité antibactérienne, Effets bénéfiques sur le systeme

nerveux (De Vleesschauwer et al. 2014).

Brassinostéroids Brassica napus, Lychnis | Protection des plantes (Ozyigit et al. 2023).
viscaria
Phytoalexins Plantes synthétisées dans | Effets antioxydant, actvité antimicrobienne, activité

des zones des infections | antitumeur, effets neurotrophiques (Hakoshima et al.
pathologénes 2011).

Acide d’isovaleric Huiles esssentielles Largement utilisé en parfumerie, agent anticonvulsivant
(Tan et al. 2018a).

Gibberlin Gibberella fujikuroi Favorise la croissance et 1’allongement des cellules

végétales (Bangar et al. 2024).

I11.2.c. Les composés phénoliques

“’Composé phénolique’” concerne bien les mono, di et polyphénols dont les molécules
contiennent respectivement une, deux ou plusieurs fonctions phenoliques (Figure.l.6) (Toor
and Savage 2006).

OH
OH OH
OH
HO
monophenol . on
hydroquinone pyrogallol
Monopheénol diphénol=hydroquinone polyphénols= acide pyrogallol

Figure.l.6 : Les noms de certains composés phénoliques

Ce sont probablement les composés naturels les plus répandus dans la nature et ils font partie
de I’alimentation chez I’humain. Ces composés sont plus de 8000 différents identifiés jusqu’a

aujourd’hui.
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Tous les polyphénols ont des structures chimiques similaires mais il y a quelques
caractérisations différents, en fonction du nombre et de la position des groupes hydroxyles sur
la base du squelette Cette différence laisse les polyphénols se divise en deux classes :

Flavonoides et non-flavonoides (Nyaga and Njeru 2020).

Un flavonoide est constitué d’un noyau phénolique avec une chaine latérale insaturée C3
(acide caféique) (figure.l.7), il est basé sur un squelette C6-C3-C6 (catéchine), et il contient

plusieurs groupes qui se distinguent par le degré d’oxydation de I’hétérocycle central C3.

Tandis que le non-flavonoide est présenté par les acides phénoliques parmi lesquels ils

figurent I’acide benzoique et acide caféique (figure.l.7).

HO 0
OH OH
HO
O
caffeic benzoic
Acide caféique Acide benzoique

Figure.l.7 : Les noms de certains non-flavonoides.

I11.2.c.i. Les classes des composés phénoliques

Toutes les classes de composes phénoliques ont un grand nombre de structures différents qui
peuvent étre diversement substitué, et ces derniers dépendent en fonction du nombre de la

position des groupes hydroxyles sur la base du squelette (Tableau 1.5).
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Tableau 1.5 : Les différentes classes des composés phénoliques dans la plante.

Classes Structure
Phénol simple, benzoquinones Ce
Acide hydrobenzoique Ce-C1
Acide hydrocinamique, phénylpropanoides Ce-C3
Acétophénones, acide phénylacétique Ce-C2
Xanthones Ce-C1-Cs
Stilbénes, anthraquinones Ce-C2-Cs
Flavon, isoflavonoides Ce-C3-Cs
Lignanes, néolignanes (Ce-C3)2
Lignines (C6-C3)n
Tanins condensés (Ce-C3-Cé)n

Dans la littérature scientifique, on trouve que les classes des composés phénoliques sont :

Non-flavonoides, flavonoides, tanins et anthocyanines.

(a) Non-flavonoides

Ce groupe comprend plusieurs composes, on distingue parmi eux : acides phénoliques,

lignanes et lignines, coumarines, xanthones et stilbénes.
> Les acides phénoliques

Il existe deux classes d’acides phénoliques : acide benzoique et ses dérivés (Tableau 1.6),
acide cinnamique et ses dérivés (Tableau 1.7). Ses derniers sont trés rares dans 1’alimentation
humaine (Abane et al. 2024).
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Tableau 1.6 :  Structure chimique de I’acide benzoique et ses dérivés

Nom de composé R1 R2 Rs3 R4
R, H H H H

Acide benzoique S

Acide salicylique OH H H H

p-acide hydroxybenzoique H OH

Acide gallique OH OH OH

Acide protocatechuique H OH OH H

Tableau 1.7 :  Structure chimique d’acide cinnamique et ses dérivés.
Nom de composé R1 Rz Rs Ra
N H H H H

TN /N

Acide cinnamique - “

0-acide coumarique OH H H H

m-acide coumarique OH H H

p-acide coumarique H H OH H

Acide caféique H OH OH H

> Les lignanes et lignines

Les lignines et les lignanes sont principalement des dérivés via un partage différentiel des

monolignols, p-coumaryl, les alcools coniféryliques et sinapyliques dans leurs voies respectives

(Figure. 1.8 et Figure. 1.8) (Davin and Lewis 2005, Sprenger et al. 2017).

Ces métabolites ont des roles physiologiques trés différents : les lignines hétérogénes comme
décrit plus loin, sont des composants structurels de la paroi cellulaire du tissu vasculaire, tandis

que les lignanes sont impliqués dans la defense des plantes (antioxydant, biocides, etc...).

Les lignanes correspondent a une representation structurale de type (C6-C3)2 ou I’unité (Cé6-

C3) est considéré comme un propylbenzéne. Ils se trouvent dans plusieurs parties de la plante

tels que les tiges, les fleurs, les racines, les feuilles, les écorces...
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HO HO ~

OH
OH ~

(o)
coniferyl alcohol \o
p-coumaryl alcohol sinapyl alcohol

Alcool p-coumaryl Alcool coniféryl Alcool sinapyl

Figure.l.8 : Les monolignols(Alcool p-coumarylique, Alcool coniféryliques, Alcool sinapylique).

OMe
OH

O
8
8

o

HO
MeO

(+)-Pinoresinol (-)-secoisolariciresinol

Figure.l.9 : Représentation de deux liganes présents dans Forsythia intermédiaire
»  Les coumarines

Les coumarines tirent leurs noms de la plante coumarouna odorata (Dipteryx odora), dont le
nombre le plus simple de cette classe de composés, la coumarine basique, a été isolée par Vogel
en 1820 pour sa premiere fois (Chen and Borges 2009). Aujourd’hui, on trouve plus de 1000
composés de coumarines qui sont isolées dans plus de 800 especes de plantes et des
microorganismes, et qui sont des métabolites secondaires présents dans une large gamme de
plantes supérieurs et chez certains microorganismes et especes animales aussi (Boschi et al.
2017).

Les coumarines sont produites en quantités élevées dans les familles de plantes Ombelliféres,
Rutacées, composeés legumineuses, Oléacées, Moracées et Thymelaeaceae (Alabri et al. 2014,
Ochoa-Hueso et al. 2017). Elles sont présentes dans différents organes végétaux tels que les
fruits, les fleurs, les racines (Schmidt et al. 2014, Bradshaw et al. 2021, Mo et al. 2022). Et elles

ont été largement étudié au cours des derniéres années en raison de leurs fortes activités comme
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activité  antimicrobienne, antivirale, anticancéreuse, antioxydant, antiimflammatoire,

anticoagulant et plus...(Garrido and Borges 2013).
»  Les xanthones

Le mot « xanthone » vient du mot grec « xanthos » qui signifie jaune. Les xanthones sont
été étudiés depuis plus de cing décennies pour son intérét biochimique et pour sa diversité de

structures et de fonctions (Liu et al. 2016, Fuge 2019).

Ces composés se sont des métabolites secondaires riches qui se trouvent dans les plantes

supérieurs telles que les Clusiacea, les Hypericaceae, et les Gentianaceae.

Les xanthones sont une classe de composes phénoliques végétaux avec une structure

squelettique en carbone C6-C1-C6 (figure.l.10).

O

o)

Figure.1.10 : Squelette basique de xanthonoids.

»  Les stilbénes

Les stilbénes sont une petite famille de métabolites secondaires polyphénoliques que 1’on
retrouve dans plusieurs espéces végétales éloignées. Ces composés agissent comme des
phytoalexines jouant un réle crucial dans la défense des plantes contre les phytopatogénes, ainsi

qu’en étant impliqués dans 1’adaptation des plantes aux facteurs environnementaux abiotiques.

Le trans-resvératol est le stilbéne le plus populaire et le plus étudié en raison de ses propriétés
de santé (Dejouhanet and Pinton 2023). Sa structure chimique est montrée dans la figure.l.11.

OH
Hol \

OH
Figure.l.11 : Structure chimique de trans-resvératol
(b) Les anthocyanes
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Les anthocyanes appartiennent a la famille des flavonoides portant une charge sur I’oxygene
des hétérocycles C (Figure. 1.12). Sa structure est distingué par un noyau « flavon » qui est
glucosylé en position C3 (Stefanello et al. 2020).

IIs regroupent les anthocyanidoles et leurs dérivés glycosylés (Donato 2001), et se
caractérisent par leur degré d’hydroxylation et de méthylation par nature, nombre et la position

des liens liés a la molécule aussi.

Les anthocytes se trouvent dans les racines, les tiges, les feuilles et les graines mais
généralement elles sont localisées dans les vacuoles des cellules épidermiques, qui sont des

poches remplies d’eau(Beato 1989).

Elles sont capables d’absorber la lumiére visible, et elles sont des pigments qui colorent les

plantes en bleu, rouge, violet, rose ou orange (Havsteen 2002).

Malvidine

Cyanidine Malvidine

Figure.l.12 : La structure chimique de certains anthocyanes.

(c) Les tanins

Les tanins sont définis comme étant des composes polyphénoliques de haut poids
moléculaire. 1ls sont des produits qui se trouvent dans toutes les plantes en différentes
proportions et dans toutes les parties de la plante : les feuilles, les racines, les écorces, les fleurs,
les fruits et les graines.... Les écorces des arbres, plus particuliérement la partie interne,
contiennent en général la quantité la plus significative, mais les tanins sont présents dans
I’ensemble du cytoplasme de toutes les cellules végétales (Botto Poala 2016). Ces composés
sont des molécules hydroxylés et peuvent former des composés insolubles lorsqu’ils sont
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combines avec des glucides, des protéines et des enzymes digestives, réduisant ainsi la
digestibilité des aliments. IlIs peuvent étre liés a la cellulose et aux nombreux éléments minéraux

(Hammouh et al. 2020). 1l existe deux types de tanins : tanins hydolysables et tanins condensés.
»  Les tanins hydrolysables

Ce type des tanins est regroupé sous forme des dimeres d’acide gallique condensé sur un
dérivé de glycosyle (Figure. 1.13). Ces tanins sont caractérisés par le fait qu’ils s’hydrolysent

facilement en milieux acides et alcalins ou sous I’action d’enzymes (Mueller-Harvey 2001).

Figure.l.13 : Structure de Terchebuline

»  Les tanins condensés

Ce type des tanins est constitué d’unités flavonoides. Ils possédent comme structure de base
de flavan-3-ol ou le le flavon-3.4-diol (Figure. 1.14) (Popescu and Kopp 2013). Ils ne sont pas
hydrolysés par les acides comme le cas des tanins hydrolysables, mais ils se transforment en
présence d’acide fort ou d’agent d’oxydation en substances rouges qui sont des

phlobaphénes(Amezouar et al. 2013).

lls sont connus sous le nom de proanthacyanidines ou procyanidines et ils donnent une
structure hérissée du groupement hydroxyle OH pour former des liaisons avec des protéines
comme la proguibourtinide et la profisetinidine (Watrelot et al. 2014).
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Flavan-3-ol Flavan-3.4-diol

Figure.l.14 : Structure de quelques tanins condenseés.

(d) Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés du métabolite secondaire des polyphénols de faible poids
moléculaire couramment utilisés dans plusieurs activités. lls sont situés dans les vacuoles
cellulaires (Donato 1999), et distribué dans la régne végétal vert. Il existe jusqu’a présent prés
de 6500 flavonoides répartis en 12 classes (Stockigt 2002) et ce nombre est en augmentation
avec les recherches scientifiques. Par définition, les flavonoides ont généralement une structure
de base formée de deux noyaux benzéniques A et B, qui sont reliés par un noyau C qui est un

hétérocycle de pyrane (Figure. 1.15) (de Rijke et al. 2006).

Figure.1.15 : structure de base des flavonoides.

Les flavonoides jouent un réle trés important dans diverses activités biologiques chez les

animaux, les bactéries et les plantes.

Depuis longtemps, on sait que les flavonoides sont synthétisés en raison qu’ils sont
responsables de la couleur, de I’arome des fleurs et des fruits pour attirer les pollinisateurs,
favorisant ainsi la dispersion des fruits, aussi ils aident a la germination des graines et des spores
ainsi qu’a la croissance et au développement des semis. Ils protegent les plantes en différents
stress biotique et abiotique et agissent comme des filtres UV uniques, fonctionnent comme des

molécules de signalisation, composés allélopathiques, composés antimicrobiens défensifs et
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agents détoxifiants. 1ls jouent un role aussi contre la rusticite, la résistance a la secheresse
(Amalesh and Narasimhan 2020).

Des chercheurs ont classés les flavonoides en six familles qui sont les flavonols, les flavones,
les flavanes, les flavanols, les isoflavones, les anthocyanes et on distingue différentes structures
de flavonoides parmi lesquelles on trouve : les flavones, les flavonols, les flavanones, les
flavanonols, les flavanes, les flavan-3-oles, les flavylium, les chalcones, les aurones, les
isoflavones, les isoflavanes, les ptérocarpans, les 3-arylcoumarines, les coumestanes, les

coumaronochromones et les rétinoides (Figure. 1.16) (Maleki et al. 2019) .

| B \J //}:;-_.
e i N - 1 :
! A ( = O N )
N s I A ]: |
\_,;:-‘-" .
R=H, Flavane R=H, Flavanone R=H, Flavone
R=0OH, Flavanol R=0OH, Flavanonol R=0H, Flavonol

Figure.l.16 : Structure chimique de quelques flavonoides.

La biosynthese des flavonoides (Richter-Was 1993, Kim et al. 2011) se fait suivant le schéma

présenté dans la Figure. 1.17.
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AS : aurone synthase, CHI : chalcone isomerase, CHS : chalcone synthase, DFR
dihydroflavonol 4-reductase, FHT : flavanone 3-hydrolase, FLS : flavonol synthase,
FNSI/ENSII : flavone synthase, IFS : isoflavone synthase, LDOX : leucoanthocyanidin
dioxygenase, LCR : leucoanthocyanidin reductase

Figure.l.17 : schéma de la biosynthése des flavonoides.
»  Les structures des flavonoides

Dans ce groupe, on peut distinguer les 8 principaux flavonoides : les aurones, les chalcones,

flavanes, flavones, flavanols, flavanones, flavanonols et flavonols.
e Les aurones et ses dérivés

Les aurones sont des composés naturels ou synthetiques appartenant a la famille des
flavonoides (Figure. 1.18). Ils sont des isoméres des flavones et ils donnent une couleur jaune
vif aux plantes dans lesquelles ils se trouvent. Ils ont beaucoup d’activités biologiques tels que

activité anti-inflammatoire, antimicrobienne, antiviral, anticancer...(Khandelwal et al. 2016).
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Les aurones sont des dérivés de chalcones. En effet, dans le cas des aurones, la chalcone se
ferme en formant un cycle de Satomes, alors qu’elle forme un cycle de 6atomes pour les autres
flavonoides(Kohrle and Fradrich 2022).

HO OH

L] ]

Yool

LM

R1=R»=H Castillene B
R1+R2=-OCH20-Castillene C

Figure.l.18 : Structure chimique de quelques aurones.
e Les chalcones et ses dérivés

Les chalcones sont 1’'une des principales classes de composés hautement naturels et
largement présents dans les fruits, les 1égumes, les épices et le thé... Ils revétent une importance
en chimie médicinale car ils présentent un large éventail d’activités pharmacologiques
importantes (Thapa et al. 2021). Ils sont considérés comme d’importants métabolites

secondaires précurseurs des flavonoides et isoflavonoides dans les plantes.

Les chalcones sont des flavonoides qui ne contiennent pas d’hétérocycle C (Figure. 1.19).
IIs sont prénylés le plus souvent sur I’anneau A tandis que ’anneau B reste peu ou pas substitué.
Cette prénylation peut tre cyclique de type pyrano ou furane. Certains d’entre eux présentent

une O-prénylation linéaire (Zhang et al. 2018).
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Isobavachalcone Xanthohumol Nardiaristolone A

Figure.1.19 : structure chimique de quelques chalcones
e les flavones et flavonols

Flavones et flavonols (c'est-a-dire des flavones simples substitués en position 3 par un
groupe hydroxyle ou par un groupe carbonyle en position 4) sont les plus abondants classes des
composes polyphénoliques naturels qui sont les flavonoides. 1ls sont incolorent et occupent une
efficacité pharmacologique ainsi que des effets biologiques significatifs tels que des effets
antimicrobiens, anti-VIH, antiinflammatoire, antitumeur, anticancer (Takshak and Agrawal
2019).

Les flavonols qui possédent en plus des hydroxyls en 6 ou 8, colorent certains fleurs en jaune
primevere (Markowitz and Carson 2013). Ceux qui ont les plus répondus sont : le kaempférol,

le qurétol, le myriceto et 1’isorhamétol, comme la montre la figure.l.20.

R
' R,=R,=R;=H: general structure
- o Ry =R, =H;Ry=0H : kaempferol
R, Ry =0H; R, =H; R;=0H : Quercetrine
R,=0H; R, =0H ; Ry=0OH : Myricetine
R, =0CH;; R, =H ; Ry=0H : Isorhamnetine
OH
OH 0

Figure.1.20 : Structure chimique de quelques flavonols.
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Les flavones, comme tous les flavonoides, ont une structure C6-C3-C6 avec un aspect de
type C3 d’un hétérocycle portant un groupe carbonyle et une insaturation comme le montre la

Figure. 1.21.

N

o

Figure.l.21 : Structure de base de flavon (2-phénylchromeén-4-one)
e Les flavanols et flavanones

Les flavanols est en particulier 1’épicatéchine, étant le type le plus le plus courant dans le
cacao. lIs se trouvent également dans le thé, le vin rouge et les fruits comme les raisins et les

pommes (Gardener et al. 2021).

Beaucoup de recherche ont montré que les flavanols ont des propriétés pharmaceutiques tres
remarquables. En effet, la consommation de flavanols peut améliorer I’efficacité de
I’oxygénation du sang pendant I’hupercapnie (augmentation du flux sanguin cérébral

dépendante du dioxyde de carbone) (Gratton et al. 2020).

Il existe également des flavanols simples comme les taxifolines comme le montre la Figure.
1.22 qui sont des glycosylates comme les astilbines la fustine-o-glucoside, la glcfustine-3-o-

glucide et ceux d’une ou plusieurs prénylations.

Figure.1.22 : Structure chimique du taxifoline
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Tandis que les flavanones ont une structure similaire a celle des flavones mais ne possédent

pas d’insaturation au niveau de 1’hétérocycle comme le montre la Figure.l.23 (Martens and

Mithofer 2005).
OCH;,
HO. 0 (j

e

OH O
Figure.l.23 : Structure chimique d’Isosakuranétine (un flavanone).
e Les isoflavonoides

Les isoflavonoides, en étant que métabolites secondaires des plantes, possedent un squelette
3-phénylchromane biogénétiquement dérive du squelette 2-phénylchromane de flavonoides. Ils
sont particulierement répandus chez les papilonoidae, une sous famille des Iégumineuses (Ward
et al. 2006).

L’intérét pour les bienfaits possibles des isoflavonoides sur la santé a augmenté en raison de
divers effets bioprotecteurs, notamment activités antioxydants, antimutageénes,
anticoncérogénes et antiproliférative, principalement évaluées in vitro (Birt et al. 2001, Ryan-
Borchers et al. 2006, Lin et al. 2019).

Les isoflavonoides peuvent étre classés en une douzaine de catégories structurales : 3-
arylcoumarines, coumaronochromones, coumestanes, isoflavanes, isoflavénes, isoflavones,
roténoides et ptérocarpanes comme les montre la Figure.l.24, et ces catégories différent les
unes des autres par 1’existence ou I’absence des hétérocycles supplémentaires ou par le degré
d’oxydation (Yonekura-Sakakibara et al. 2019).
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3- Aryleoumarine Coumestane

Figure.l.24 : Différentes sous-classes d’isoflavonoides.
IV. Les antioxydants

IV.1. La définition des antioxydants

Les phénols sont de puissants antioxydants, qui sont des composés qui empéchent les
biomolécules (protéines, acides nucléiques, lipides polyinsaturés et sucre) de subir des dégats

oxydatifs a travers les réactions médiées par les radicaux libres (Heleno et al. 2015).

Ils ont des propriétés bénéfiques comprennent antiimflammatoire, antidiabétique,

cardioprotecteur, neuroprotecteur, antitumoral et anti-age (Bai et al. 2017).

L’oxygene peut étre généralement une source de vie des organismes et une source
d’agressivité des mémes organismes (Lateef 2023). En effet, des réactifs fortement dérivés de
I’oxygene peuvent apparaitre lors de réactions enzymatiques ou sous I’effet des rayonnements
UV, des rayonnements ionisants et des métaux de transition (Lateef 2023). Les formes de
I’oxygene provoquant ces troublent sont : 1’oxygene singulet O2, le peroxyde d’hydrogene
H202, les peroxydes d’alkyle ROOH, le radical O2, superoxyde HO, radicaux hydroxyles ROO
et alcoxyles RO (Le Guéhennec et al. 2007). Les conséquences sur I’organisme se manifestent

sur I’ADN, les lipides et les proteins (Kurt et al. 2022).
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IV.2. Les sources des antioxydants et mécanismes d’action des radicaux libres

Il existe deux mécanismes principaux par lesquels les antioxydants exercent ces propriétes :
inactivation des radicaux libres et transfert d’électrons (Valko et al. 2007). Dans le premier
mécanisme, le radical libre(R.) peut retirer un atome d’hydrogéne de 1’antioxydant (ArOH) qui

devient un radical.
R. +ArOH—RH+ArO.

Dans ce mécanisme, plus 1’énergiec de dissociation des liaisons O-H est faible, plus

I’inactivation du radical libre est facile, ce qui signifie une plus grande activité antioxydante.

Dans le deuxiéme mécanisme, I’antioxydant peut donner un électron au radical libre, ce qui
devient un radical cationique. Dans ce mécanisme, plus le potentiel d’ionisation est faible, plus

I’abstraction d’¢électrons est facile, ce qui signifie une plus grande activité antioxydante.
R. +ArOH—RH+ArO.+

L’action antioxydante des composes phénoliques est établie par la relation structure-activité
(Bendary et al. 2013), y compris le nombre et les positions du groupe hydroxyle (-OH), présence
de double liaison (C2 =C3), glycosylation et présence de substituants dans les anneaux (Zhuang
et al. 2018).

Comme démontré précédemment, les hydrogenes et les électrons sont donnés par des
groupes hydroxyles, formant des radicaux stables. Ainsi, la position et I’indice d’hydroxylation
sont en corrélation avec I’antioxydant des flavonoides. La présence de deux groupes hydroxyles
dans le cycle suggére un effet antioxydant amélioré, tandis que la présence de 3-OH contribue
clairement a la suppression de l’activité antioxydante. L’hydrophilie est augmentée en
augmentant le nombre d’hydroxyles, gardant le noyau des flavonoides dans la cavité
hydrophobe, ce qui peut constituer une connexion avec le site actif d’intérét enzymatique
(Zhuang et al. 2018).

L’existence d’une double liaison C2 =C3 en conjonction avec un groupe 4-carbonyle
augmente également de maniere significative 1’activité antioxydante, car elle assure la planéitg,
I’expansion électronique et le déplacement entre les anneaux adjacents. Le groupe 4-carbonyle
peut en outre induire un déplacement électronique en effets de résonnance, influengant la
constante de dissociation des groupes hydroxyles et la stabilité des radicaux (Zhuang et al.
2018).
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Quant a la glycosylation phénolique, différentes formes ont des capacités différentes. La
forme C-glycoside a démontré une plus grande capacité antioxydante par rapport a 1’0O-
glycoside dans les tests des produits chimiques (Zhuang et al. 2018). La glycosylation interfere

également avec la planéité, la Méthylation et déplacement électronique (Heim et al. 2002).

On sait également que ’activité antioxydante des glycosides est plus faible que celles des
aglycones correspondants. Cependant, la biodisponibilité des premiers est plus élevée,

augmentant ainsi 1’activité antioxydante (Heim et al. 2002).

Certains cycles sont plus sensibles a la substitution O-méthyle, ce qui diminue I’activité
antioxydante en provoquant un obstacle stérique. La méthylation affecte la planéité, le don
d’¢lectrons et I’hydrophobie moléculaire. Cette hydrophobie peut encore étre liée a 1’absorption
atravers la bio-membrane et peut également influencer les interactions entre les composés, dans
lesquelles facilite également cette diminution. Certaines études indiquent qui en alternance avec
le groupe hydroxyle. L’O-méthyle peut réduire la capacité antioxydante de la substance
phénolique (Birkinshaw 1999).

Il ne faut pas oublier que la partie fonctionnelle peut également influencer ’activité
antioxydante du compose, comme ainsi que les interactions synergiques et antagonistes
(Williamson et al. 2020).

IV.3. Les méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

L’¢tude du potentiel antioxydant d’échantillons (composés phénoliques, extraits de plantes
et antioxydants commerciaux) est 1'un des sujets d’étude les plus populaires parmi la
communauté scientifique (Kasote et al. 2015). Les méthodes in vitro les plus couramment
utilisées pour évaluer I’activité antioxydante des composés phénoliques et des extraits de
plantes sont basée sur une seule réaction de transfert d’électron ou une réaction de transfert
d’atome d’hydrogéne. Les premiéres sont des réactions de type redox qui présentent des
variations de coloration corrélées a la concentration en antioxydants des especes (lbrahim et al.
2015). Ces methodes incluent la réduction du cuivre (CUPRAC) (Garcia and Blesso 2021),
capacité antioxydante équivalente du trolox(ABTS, TEAC) (Lu et al. 2022), la capacité de
réduction ferrique du plasma (FRAP) (Benzie 2003), et la capacité de piégeage des radicaux
2.2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Saltzman et al. 2000). Les secondes sont des réactions
basées sur la compétition thermodynamique entre substrats et antioxydants par radical peroxyle
et par conséquent, sonde formation de fluorescence, ensuite surveillée et interprétée par des
courbes cinétiques (Ibrahim et al. 2015), y compris le test de capacité d’absorption des radicaux
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oxygenés (Prior 2003), le peroxyle capacité de récupération (Wayner et al. 1985, Vuolo et al.
2019), et la quantité totale de peroxyle du parametre antioxydant de piégeage des radicaux
(Wayner et al. 1985). Ces méthodes ont des limites et pourraient étre utiles si elles sont bien

comprises.

De telles études in vitro ne tiennent pas compte des parametres biochimiques, métaboliques
et autres parameétres physiologiques (Ibrahim et al. 2015). Les composés phénoliques subissent
de nombreuses réactions biochimiques a partir de I’ingestion, digestion et 1’absorption dans les
organismes (Qin et al. 2024). Ce fait pourrait expliquer pourquoi les composes phéenoliques et
les extraits de plantes présentent une activité antioxydante élevée in vitro. De plus, le test
d’activité antioxydante in vitro mesure uniquement 1’activité antioxydante contre un radical, et

non pas contre toutes les espéces réactives de 1I’oxygéne (Ibrahim et al. 2015).

IV.3.a. Le principe de la capacité de piégeage des radicaux 2,2-diphényl-1-1-
picrylhydrazyl (DPPH)

Le test DPPH a été suggéré pour la premiére fois dans les années 1950 pour détecter des
donneurs d’électrons dans des produits naturels (Molyneux 2004). Dans les années qui suivent,
ce test a été développé et utilis¢é pour déterminer ’activité antioxydante des composés
phénoliques et de la nourriture végétale (Wang et al. 2018). Le DPPH est un radical d’azote
organique qui posséde un électron de valence non apparié sur un atome du pont d’azote, qui est
stable, soluble en milieu organique et insoluble en milieu aqueux, qui apparait en couleur

violette et dans I’intervalle d’absorption entre 515-520nm.

La solution avec un radical en présence d’un donneur d’électron perd son intensité et devient
jaune, selon le nombre d’électron détenus, en quels changements de couleur se produisent

lorsque 1’atome d’azote du DPPH recoit des électrons de composés antioxydants (Figure.l.25).

NO, NO.
oM N— H A
2 N—N  +AH —— 3N N—N
NO, / \ MO

Figure.l.25 : Mécanisme d’action du DPPH
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IV.3.b. Le principe du test d’ABTS (acide 2,2-azino bis-(3-éthylbenzothiazdine-6-
sulfonique))

Le premier test ABTS a été décrit en 1993 par (Miller et al. 1996). La méthode a été
développée sur la base sur 1’absorbance du cation radical ABTS+ pour 1’évaluation de la

capacité antioxydante totale des fluides corporels et des solutions de médicaments.

Cette méthode s’est d’abord basée sur la production d’ABTS cation radicalaire par activation
de la métmyoglobine avec du peroxyde d’hydrogéne en présence de I’ABTS, avec ou sans

antioxydants.

Ensuite, les antioxydants arrétent le radical ABTS+. (2,2-azino-bis (éthylbenzéne-
thiazoline-6-sulfonique acide)], entrainant une diminution de 1’absorbance, qui et détectée par
la combinaison antioxydante avec des radicaux a différents moments (Miller et al. 1996). Ce
radical est un composé chromophore chimiquement stable avec une large gamme de pH, qui

est soluble dans 1’eau et présente une forte absorption entre 600 et 750 nm.

Le radical ABTS.+ est soluble dans les milieux aqueux et organique, donc I’activité
antioxydante peut étre déterminée dans des échantillons hydrolysables et liposolubles.
Cependant, les antioxydants peuvent réagir également avec ’ABTS en donnant le radical

cationique, intervenant dans les résultats du test (Figure.l.26) (Miller et al. 1996).

S cHs, P2 b,
el L= === ST
ABTS ABTS™
HO
HO N OH
H .+ CHs CH HO o . Acide ascorbique
CEro T g 1
NH, 0.8 05 HN HO' ‘on
ABTSH *

Figure.l.26 : Formation et piégeage du radical ABTS* par un antioxydant donneur de H-
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IV.3.c. Le principe de pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP)

Le test FRAP est une méthode basée sur la mesure de la réduction du complexe d’ions
ferriques (Fe3+) en complexe ferreux (Fe2+) au moyen d’antioxydants dans 1’environnement
acide. L’activité antioxydante est déterminée par une augmentation de 1’absorbance a 593nm.
Le test FRAP est effectué dans des conditions de pH acide (pH=3.6) pour maintenir la solubilité
du fer. La réaction a faible pH diminue le potentiel d’ionisation qui entraine le transfert

d’électron provoquant un changement dans le mécanisme réactionnel (Wang and Zhu 2017).

Antioxidant+Fe**=Fe?*+ oxidized antioxidant
Fe?*+Fe(CN)s>=Fe[Fe(CN)s] or,
Antioxidant+Fe(CN)63-=Fe(CN)s*+oxidized antioxidant

Fe(CN)s*+Fe**=Fe[Fe(CN)s]-
Figure.l.27 : Mécanisme d’action du FRAP
V. La méthode d’analyse physico-chimique

V.1. Le chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-
MS)

V.l.a. La définition

La chromatographie en phase gazeuse peut séparer les molécules a partir d’un seul mélange.
Cette technique convient aux composés qui peuvent s’évaporer par chauffage sans se
décomposer. Le mélange de solutés a analyser est évaporé au sein de la colonne a travers un
injecteur porté a une température adaptée a la volatilit¢ de 1’échantillon. A 1’aide d’un gaz
vecteur, le mélange est transporté a I’intérieur de la colonne ou il se trouve une substance active
appelé phase stationnaire qui peut étre soit solide, soit liquide. Le gaz porteur est inerte vis-a-
vis du soluté et de la phase stationnaire. Les différentes molécules seront séparées en fonction
de la désorption et de leurs vitesses d’adsorption pour sortir de la colonne d’une maniere
séquentielle avec des temps de rétention dépendent de leurs affinités avec la phase stationnaire.
A la sortie de la colonne, il se trouve un détecteur qui est un spectrometre de masse caractérise

et quantifie chague constituant (Pirnay et al. 2004).
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V.1.b.

L’analyse

Quantitativement, les données GC-MS peuvent étre utilisées pour identifier des différents

composés dans un mélange a analyser en comparant les spectres de masse obtenus avec les

spectres trouvés dans la bibliothéque de spectre de composés.

Qualitativement, les aires des différents pics permettent de déterminer la concentration de

chaque composé présent dans le mélange étudié.

V.1.c.

L’appareillage

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse se compose en

trois parties : L’injecteur, la colonne capillaire dans le four et le détecteur qui est le spectromeétre

de masse dans notre cas (van Asten 2002).

L’injecteur : Il s’agit d’une zone chauffée ou une seringue est utilisée pour injecter le
mélange a étudier. Ce mélange est ensuite vaporiseé et transporté vers le détecteur par un
gaz vecteur.

Le deétecteur : Contrairement aux autres détecteurs, un spectromeétre de masse est
capable de fournir des informations structurelles détaillées sur les molécules étudiées,
permettant leur caractérisation grace a l’utilisation de bibliothéques spectrales ou a
I’analyse de leurs fragments.

La colonne capillaire : également appelé une colonne analytique est placé au sein d’un
four. Cette colonne joue un role essentiel dans la séparation chromatographique.
Construite a partir d’un tube de silice fondu. Elle est recouverte d’un film chimique sur
sa paroi interne pour créer la phase stationnaire, tandis que la paroi externe est
recouverte de polyimide pour conserver sa flexibilité. Le choix de la phase stationnaire
dépend de la nature des solutés a séparer. Aussi, une phase stationnaire polaire sépare
efficacement les composés polaires, tandis qu’une phase stationnaire apolaire sépare

efficacement les composés apolaires.

V.2, L’étude par spectrometrie (UV-visible)

V.2.a.

La définition

La spectroscopie d’absorption UV-visible est une méthode analytique couramment utilisé dans

les laboratoires. Elle repose sur la capacité des molécules a absorber le rayonnement lumineux

de longueurs d’onde spécifiques. Le domaine UV-visible s’étend environ 10 a 800nm, avec
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I’UV lointain entre 10 et 200nm, I’UV proche entre 200 et 400nm et le visible varie entre 400
et 800nm. La spectroscopie UV-visible a un large éventail d’applications comme la chimie
minérale, biochimie, analyse médicale, chimie organique et analyses quantitatives... Cette
utilisation répandue est principalement due a sa précision (erreur 1-5%), sa sensibilité élevée
(limite de détection 10-5M), sa rapidité et sa facilité d’utilisation (Guédira et al. 2009).

V.2.b. Le principe

La spectroscopie inclut principalement 1’absorbance dans le domaine d’UV-visible. Cette
absorption est due a la transition des ¢électrons d’un niveau d’énergie a un autre niveau d’énergie
plus élevé avec des modifications d’états vibrationnels et rotationnels. Par conséquent, les

¢lectrons passent d’une orbitale a une autre (Teyssier et al. 2003).

Généralement, la solution dont on souhaite étudier est versée dans une cellule de quartz a faces
transparentes et paralleles, et un faisceau de lumiére perpendiculaire a ces faces traverse la
cellule de quartz. Aprés avoir déterminé la longueur d’onde, une lumiére monochromatique
incidente d’intensité 10 traverse la cuve contenant la solution, et 1’appareil mesure I’intensité I

de la lumiere transmise. La valeur affichée par I’appareil est 1’absorbance a cette longueur

d’onde (Geets et al. 2006).

V.2.c. L’appareillage

Pour la plupart des spectrophotometres UV-visible, les lampes utilisées sont des lampes en
détérium. Ces lampes émettent des rayonnements dont les longueurs d’onde sont comprises
entre 180 et 400nm. Pour la partie visible du spectre, les lampes halogénes au quartz a filaments
de tungsténe, qui émettent un rayonnement compris entre 350 et 1300nm, sont les plus
couramment utilisées. La présence d’halogéne prolonge considérablement la durée de vie de la
lampe qui varie entre 1500 a 2000heures. Ces deux lampes se completent alors et elles sont

utilisées simultanément pour couvrir I’ensemble du spectre UV-visible (Clark et al. 1975).

Un monochromateur est utilisé pour sélectionner les longueurs d’onde a partir du spectre des
raies de lumiére incidente. Généralement, le monochromateur est placé entre I’échantillon et la
source lumineuse pour protéger 1’échantillon du rayonnement. Ce montage optique s’est avéré
complexe ce qui ralenti le systeme de balayage. Les monochromateurs sont spécifies par une

large gamme spectrale et une haute résolution. Le type de détecteur utilisé est monocanal.

Concernant les polychromateurs, ils sont utilisés dans le spectrophotometre multi-détecteur. Le

polychromateur est placé derriére 1’échantillon, ou il recoit tous les rayons UV. Contrairement
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aux composants dotés d’un monochromateur, il s’agit ici d’un ensemble sans pi¢ces mobiles,
offrant une bonne reproductibilité des mesures. Ces polychromateurs se caractérisent par un
domaine spectral et une résolution réduite (Clark et al. 1975). Dans ce cas, le type de détecteur
est multicanal et les signaux sont collectés a la sortie de chaque détecteur a 1’aide d’un

microprocesseur.

V.2.d. Les mesures cinétiques

La cinétique de la réaction peut étre déterminée en mesurant les changements dans la réaction
en fonction de la concentration de réactifs ou de produit en fonction de temps. La spectroscopie
d’absorption est donc une méthode pour suivre la réaction étant donné que 1’absorbance est

proportionnelle & la concentration.
MmA+nB -2 m’C+n’D
v=-d[A]/dt=k[A]™K[B]"=k[C]™K[D]" avec k est la constante de vitesse.

En suivant I’évolution d” A=f(t), on détermine C=f(t), ceci permet de tracer C=f(t) et de déduire

I’ordre de la réaction a partir de I’allure de la courbe.

V.2.e. Lesanalyses qualitatives

Le spectre UV-visible ne peut pas identifier les produits. En fait, les groupements chromophores
sont définis comme les entités les plus simples permettant 1’absorption des photons. Il s’agit
dans un milieu organique, des molécules contenant un ou plusieurs noyaux aromatiques, des

poly-insaturés des groupements C=0, N=0 ou N=N.

Dans les phénols, le doublet libre de I’oxygene se conjugue avec les systemes d’électrons 7 ce
qui donne une absorption dans I’intervalle 210-300nm. Dans 1’eau, le phénol possede 2 bandes
a 210nm et 270nm. En solution basique, les phénols se transforment en ions phénates (Guédira
et al. 2009).

V.2.f. Lesanalyses quantitatives

En spectrophotométrie UV-visible, I’analyse quantitative permet de déterminer la concentration
d’un composé en solution a partir de I’absorbance mesurée a une longueur d’onde spécifique.
Cette méthode repose sur la loi de Beer-Lambert, qui établit une relation linéaire entre
I’absorbance (A) et la concentration (C) du composé : A = ¢ x 1 x C, ou ¢ est le coefficient

d’extinction molaire et 1 la longueur du trajet optique. Il existe plusieurs approches pour
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quantifier un analyte, notamment les méthodes avec étalonnage externe, interne, et la

numeération absolue(Woldu et al. 2015).

e Méthode d’étalonnage externe : L’¢talonnage externe consiste a établir une courbe
d’étalonnage a partir de solutions standards de concentration connue, sans ajout de composé
interne. L’absorbance de chaque solution est mesurée, puis la courbe absorbance vers
concentration est tracée. Cette methode est simple et largement utilisée, mais elle peut étre
sensible aux variations de conditions expérimentales (température, volume, matrice de

1’échantillon).

e Méthode d’étalonnage interne : L’analyse interne repose sur I’ajout d’un étalon interne
qui est un composé de structure et comportement spectroscopique proche de 1’analyte, mais
distinct a chaque échantillon et standard. Ce composé permet de corriger les fluctuations
instrumentales ou expérimentales (comme les pertes d’échantillon ou les variations de volume).
On mesure alors le rapport des absorbances (analyte / étalon) pour établir une courbe

d’étalonnage plus robuste et précise, particulierement utile en matrices complexes.

e Meéthode de numération (quantification absolue) : La numération ou quantification
absolue permet de déterminer directement la concentration d’un analyte sans courbe
d’¢étalonnage, en utilisant les paramétres de la loi de Beer-Lambert, notamment un coefficient
d’extinction molaire (¢) connu. Cette approche exige une bonne connaissance des propriétés
spectrales du composé cible, ainsi qu’une précision sur la longueur du trajet optique (souvent 1
cm) et la pureté de I’échantillon. Elle est efficace pour des composés bien caracterisés et

disponibles en solution pure.

VI. Les activités biologiques

Les plantes médicinales désignent le groupe de plantes utilisés pour guérir ou pour avoir
activités pharmacologiques pour I’homme (Kusuma et al. 2014). Parmi ces activités, on trouve
I’activité antioxydante, activité antibactérienne, activité antifongique, activité antidiabétique,

activité anti-inflammatoire.. ..

VI.1. L activité antifongique

Les champignons pathogenes sont les mandataires transmissibles provoquant plusieurs
maladies. Les souches mycologiques sont responsables dans certaines circonstances des
plaintes allergiques ou mortelles parmi les utilisateurs en raison de la mycotoxines ou allergenes

produits (Mehta et al. 2022). Des produits végetaux bioactifs peuvent étre efficaces pour
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’activité antifongique comme la pulpe des feuilles d’Aleo vera (Jasso de Rodriguez et al. 2005),
Allium sativa L. peut inhiber la croissance de Mycosphaerella eumusae, responsable de la
maladie des taches foliaires du bananier (Thangavelu et al. 2013) par différentes méthodes

d’extraction.

V1.2. L’activité antibactérienne

Les produits a base de plantes médicinales sous forme de complexe ou d’extraits homogeénes
offrent des chances infinies pour découvrir de nouveaux méedicaments grace a la disponibilité

incomparable des ressources biochimiques variés (Jha and Sit 2022).

Selon I’organisation mondiale de la santé (OMS), 25% des médicaments universellement
approuves proviennent de plantes médicinales avec environ 121 composés sont activement
utilisés et 252 prescriptions considérés comme élémentaire et important comme la dioxine, la
quinine, vinblastine, morphine et cadeine de papaver....Donc les plantes ont un bon effet sur
plusieurs bactéries tels que Staphylococcus aures, Escherichia coli.....,ce qui implique qu’elles

ont une activité antibactérienne tres efficace (Velasquez 1991).

V1.3. L activité antidiabétique

Le diabete de type 2 est le type le plus courant dans notre société, et qui est une maladie
métabolique avec des troubles d’étiologies multiples, caractérisé par la présence des glucides,
des lipides et des protéines troubles qui incluent des défauts dans la sécrétion d’insuline,
presque toujours avec une contribution majeure de résistance a 1’insuline (McCracken et al.
2018). Une approche thérapeutique pour traiter le diabéte consiste a diminuer 1’hyperglycémie
postprandiale (Vinoth Kumar et al. 2012). Cela se fait en retardant et réduire la digestion et
I’absorption de glucose grace a I’inhibition des glucides enzymes hydrolysantes telles que 1’a-
glucoside et I’a-amylase dans le tube digestif. a-glucosidase est une enzyme liée a la membrane
de I’épithélium de I’intestin gréle qui catalyse 1I’étape finale du processus digestif des glucides
agissant sur les liaisons 1.4-alpha et donnant ainsi le glucose (Ji et al. 2023). L’inhibition de
I’a-glucosidase retarde la digestion des glucides, provoquant une réduction du taux
d’absorption du glucose. L’acarbose est actuellement utilis¢ comme inhibiteur de 1’a-
glucosidase, mais provoque également des effets secondaires tels que des ballonnements et de
diarrhée... (Chakrabarti et al. 2002). Des traitements végétaux traditionnels ont été utilisés tout
au long du monde pour le traitement du diabéte. Parmi de nombreux médicaments et autres

alternatives médicaux, plusieurs herbes sont connues pour guérir et contrdler le diabete (Patel
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et al. 2012). Alcaloides, phénols, terpénoides, flavonoides, saponines, polysaccharides et autres
sont des composés issus de plantes médicinales auraient une activité antidiabétique (Sivalingam
et al. 2022). Par conséquent, les inhibiteurs naturels de I’a-glucosidase provenant des plantes

peuvent étre utilisés comme thérapie efficace.

V1.4. L’activité antiinflammatoire
La majorité de population humaine dans le monde s’est affectée par des troubles liés a
I’inflammation, ce qui laisse I’homme s’oriente vers les produits végétaux bioactifs qui ont joué

un réle important dans la découverte de nouveaux médicaments a base de ces plantes.

La littérature scientifique pointe généralement les phénols(flavonoides) et/ou terpénoides
comme principaux agents antiinflammatoires qui sont produits a partir des plantes aromatique
et médicinales, comme les écorces de Fraxinus ornus linn (Stefanova et al. 1995). les feuilles
d’Aloe vera pour inhiber la croissance des cedémes de la pédale induit par la carraghénane et la
dextrane (Sarkar et al. 2005), la poudre de stigmate et de pétale a partir de crocus sativus Linn
(safran) pour inhiber la croissance de 1’cedéme de ’oreille induit par le xyléne (Hosseinzadeh
et al. 2007).
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CHAPITRE II
MATERIEL ET METHODES
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. Les plantes

Euphorbia résinifiera

Régne : Plante

Famille : Euphorbiaceae
Ordre : Euphorbiales

Genre : Euphorbia

Espece : Euphorbia résinifiera

Nom scientifique : Euphorbia
résinifiera

Retama dasycarpa

Reégne : Plante

Famille : Fabaceae

Ordre : Fabales

Genre : Retama

Espéce : Retama dasycarpa

Nom scientifique ;: Retama
dasycarpa

Figure.ll.1 : Plantes ciblées
Il. Le matériel végétal

11.1. L’échantillonnage d’Euphorbia résinifiera

La premiére plante étudiée a été récoltée a partir de leur habitat naturel sauvage. Euphorbia
résinifiera est une plante endémique du Maroc, qui a été collectée en Février 2020, a la province
d’Azilal au Maroc. Elle est a été ensuite identifiée au département écologique et botanique de

I’institut scientifique de Rabat, en donnant une référence de (N RAB 113340).

Immédiatement, aprés la récolte, la partie aérienne d’Euphorbia résinifiera contient du latex
qui a été ¢éliminé avec une micropipette, automatiquement apres I’enlevage des épines situées

sur les quatres parties de la plante. Cette partie aérienne est ensuite coupée en morceaux et
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séchée a 30°C dans un endroit protégé et nettoyé pour éviter toute source de contamination

causée par les insectes et la poussiere.

Aprés séchage de la partie aérienne d’Euphorbia résinifiera, elle est broyée avec un broyeur
électrique, tamisée et stockée dans des petits sachets en plastique alimentaire pour une

utilisation ultérieure.

11.2. L’échantillonnage de Retama dasycarpa

La deuxieme plante étudiée a été récoltée a partir de leur habitat naturel. Retama dasycarpa
est une plante endémique du Maroc, qui a été collectée en Mars 2021 a la montagne LKkest, a
I’ Anti-Atlas occidental au Maroc. Elle a été identifiée au département écologique et botanique

de I’institut scientifique du Rabat.

Immédiatement, apres la récolte, les tiges ont été séparées des feuilles pour faire des études
des deux parties différentes séparées. Ces deux parties ont été ensuite tamisées pour éliminer
les impuretés et les laisser se sécher dans un endroit protégé et nettoyé pour éviter toute source
de contamination causée par les insectes et la poussiére. Apres le séchage, les feuilles et les
tiges ont été broyées avec un broyeur électrique, tamisées et stockées dans des sachets en

plastique alimentaire jusqu’a utilisation.

I11. Les méthodes d’extraction
I11.1. Les méthodes d’extraction d’Euphorbia résinifiera

I11.1.a. La préparation des extraits

Notre étude est basée sur deux méthodes d’extraction : Macération et sonication.

I1l.1.a.i. L’extraction par macération

Pour extraire les polyphénols par macération, nous avons opté pour le protocole décrit par
(Fuel et al. 2021), en y apportant quelques modifications. Une quantité de 5g de la poudre de la
matiére végétale de la partie aérienne d’Euphorbia résinifiera est macérée sous agitation
magnétique a température ambiante pendant 24heures avec 50ml de solvants : Méthanol, Eau
Distillée et le solvant Hydrométhanolique Méthanol-Eau Distillée (70%-30%) (Figure.ll.2).
Aprés 24 heures, les mélanges ont été filtrés a I’aide d’un papier filtre et centrifugés a 3000
tours pendant 10min. Les surnageants retenus ont éte stockés dans des tubes en verre a 4°C

jusqu’a utilisation pour des études complémentaires.
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Figure.1l.2 : Image présentatif du protocole de la macération

I11.1.a.ii. L’extraction par sonication

La sonication appelée aussi extraction par ultrason, en raison de sa simplicité d’exécution,
son gain de temps, sa faisabilité a température ambiante, plus que sa faible utilisation de solvant
(Santos-Martin et al. 2023). Une quantité de 5g de la poudre de la matiére végétale a été
mélangée avec 50ml de chaque solvant: Méthanol, Eau Distillée et le le solvant
Hydrométhanolique (Méthanol 70%-Eau distillée 30%). Les échantillons ont été déposés dans
un sonicateur a température ambiante pendant 45min avec 10min de repos entre chaque 15min
(Figure.l1.3). Ensuite, ils ont été centrifugés a 3000 tours pendant 10min. Les surnageants

retenus ont été stockés dans des tubes en verre a 4°C pour des études ultérieures.

Figure.l1.3 : Image présentatif du protocole de la sonication
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I11.1.b. Les solvants d’extraction

Les polyphénols est une classe des molécules plutdt soluble dans I’eau et les solvants
organiques, sont principalement extraites par des solvants de polarité moyenne a élever. Ainsi,
les solvants qui ont été retenus pour notre étude sont le méthanol qui a une polarité moyenne et

I’eau qui a une polarité la plus élevée.

111.2. Les méthodes d’extraction pour Retama dasycarpa

I11.2.a. La préparation des extraits

La sonication et la macération ont été choisies comme des méthodes d’extraction dans le cas

de Retama dasycarpa.

I11.2.a.i. La macération

Pour extraire les polyphénols par macération, nous avons opté pour le protocole décrit par
(Fuel et al. 2021), en y apportant quelques modifications. Une quantité de 5g de la poudre de la
matiere vegeétale de Retama dasycarpa (feuilles et tiges) est macérée sous agitation magnétique
a température ambiante pendant 24heures avec 50ml de solvants : Méthanol, Eau Distillée et le
solvant hydrométhanolique Méthanol-Eau Distillée (70%-30%). Apres 24 heures, les mélanges
ont été filtrés a I’aide d’un papier filtre et centrifugés a 3000 tours pendant 10min. Les
surnageants retenus ont été stockés dans des tubes en verre a 4°C jusqu’a utilisation pour des

études complémentaires.

I11.2.a.ii. La sonication

Une quantité de 5g de la poudre de la matiére végétale (Feuilles et tiges) de Retama
dasycarpa a été mélangé avec 50ml de chaque solvant. Les échantillons ont été déposés dans
un sonicateur & température ambiante pendant 45min avec 10min de repos entre chaque 15min.
Ensuite, ils ont été centrifugés a 3000tours pendant 10min. Les surnageants retenus ont été
stockés dans des tubes en verre a 4°C pour des études complémentaires (Santos-Martin et al.
2023).

I11.2.b. L’évaluation des effets des solvants par Design axial simple

Afin d’étudier I’effet des différents solvants sur le rendement en composé phénoliques, un
plan de mélange a été utilisé. La matrice a été realisee en appliquant un plan a trois facteurs et

une seule réponse en utilisant le modéle simplex-centroid. Les trois facteurs choisis ont éte le
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solvant eau, éthanol et méthanol (notés X1, X2 et X3) avec des proportions allant de 0 a 100%

et la réponse a été la teneur totale en composes phénoliques (Nekhla et al. 2023).

Ce plan de mélange permet d’examiner un éventuel effet d’interaction entre les variables.

La conception du melange se composait de douze points expérimentaux (Tableau 11.1).

Les modéles de mélange se sont révélés utiles pour montrer des solutions en évacuant le
comportement des mélanges pour extraire les ingrédients actifs des plantes (Garcia et al. 2010).
Le plan axial simplex(SAD) a été choisi pour optimiser le processus d’extraction grace au
développement des points axiaux (2/3:1/6 :1/6 ; 1/6 :2/3 :1/6 ; 1/6 :1/6 :2/3), ainsi que des
solvants pur en haut( 1:0:0; 0:1:0; 0:0:1) , et les points intermédiaires de chaque cété
représentent des permutations de mélange binaire (1/2 :1/2:0; 1/2: 0:1/2; 0:1/2:1/2) et le
point central est un mélange ternaire (1:1:1). Cette conception de I’extraction permet une
précision accrue dans I’analyse les propositions de chaque solvant (eau(X1), EtOH(X>) et du
MeOH(X3)), comme le montre la figure 11.4, & utiliser dans le mélange de solvants pour
déterminer la teneur des polyphénols, des feuilles et des tiges de Retama dasycarpa. Les

données expérimentales ont été ajustées a I’aide de 1’équation suivante :
Y =B1X1+ B2X2 + B3X3 + f12X1X2 + f13X1X3 + [23X2X3 + [123X1X2X3

Ou Y est la réponse ou la valeur prédite, et f1, B2, B3, B12, B13 et 23 sont des coefficients

d’interaction de termes linéaires et non linéaires.

Tableau 11.1: Matrice expérimentale a trois variables.

Ethanol X1 Eau X2 Méthanol X
1 0 0
0 1 0
0 0 1

1/2 1/2 0
0 1/2 1/2
1/2 0 1/2
1/3 1/3 1/3
1/6 1/6 2/3
1/6 2/3 1/6
2/3 1/6 1/6
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X1=1

(4/8, 1/6, 1/6)
/ O
(1/2, 1/2,0)/ﬁ_\ 0 (1/2,0,1/2)
(178,1/3, 1/3)
(1/6,4/6 /1/6)) (1/8, 1/6, 4/6)
™
, ©
X2=1 (0,1/2,1/2) X3=1

Figure.l1.4 : Illustration de plan de mélange plan axial simplex(SAD), Xi=Ethanol, X,=Eau,
Xz=Méthanol
Les conditions d’extraction ont été optimisées pour le maximum de concentration maximale
de la teneur en polyphénols des extraits de feuilles et des tiges de Retama dasycarpa a 1’aide
du modeéle de réponse de surface (MRS). Les réponses ont été déterminées dans les conditions
d’extraction optimales. Enfin, les données expérimentales obtenues ont été par rapport aux

valeurs prédites basées sur la norme d’erreurs pour valider le modele.

111.3. L analyse statistique

Les proportions des solvants sélectionneés et la teneur en polyphénols ont été effectuées en
triple et les résultats obtenus ont été enregistrés sous forme de moyen écart type. Pour valider
le multi modele de Design (p<0.05) et pour évaluer les effets significatifs des variables et leurs

interactions d’analyse de la variance (ANOVA) a été appliquée.

A partir des coefficients de Design, de la surface de réponse du modeéle et des graphiques du
contour ont été générés. Des différences significatives ont été déterminées par le test de tukey,
avec p<0.05 comme critére de signification. Des expériences de Design de mélange ont été
congues et analysées en utilisant la version gratuite de statsoft, Inc(2011) (StatSoft Inc.,
USA,2011) Statistica (data analysis software system)], et Statistica (systeme logiciel d’analyse
de données) version10. Pour chaque réponse, le modeéle linéaire, quadratique et cubique a été

testé. Le modele le plus approprié, avec un niveau de confiance de 95% (p<0.05) a été adopté.
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IV. La détermination de la teneur des polyphénols totaux

La détermination des phénols totaux repose sur I’oxydation des composés phénoliques et le
développement d’une coloration. A cet effet, la méthode la plus utilisée est celle de Folin-
Ciocalteu, est une méthode spectroscopique basée sur la réduction d’'un mélange d’acides
phosphotungstique et phosphomolybdique dans un mélange d’oxydes bleus de tungstene et de
molybdéne. La méthode Folin-ciocalteu donne des niveaux surestimés en raison de
I’interférence avec d’autres composés tels que la vitamine ¢ et les sucres, éventuellement
présents, ce qui réduit également le réactif de Folin (Santos et al. 2011, Rudrapal et al. 2022).
Pour cette raison, des chercheurs ont proposé une purification avant la détermination de la
teneur totale en polyphénols afin de d’éliminer les acides organiques et les sucres (Li et al.

2009, Almeida et al. 2011).

Avec quelques modifications, la teneur en polyphénols totaux a été déterminée par le test
Folin-ciocalteu (Aouam et al. 2019). Une quantité de 50ul de 1’échantillon est mélangé avec
450ul du reactif de Folin-ciocalteu (1 :10). Aprés 5min, 450ul de carbonate de sodium a été
ajouté (7.5%). Le mélange préparé est incubé pendant 2 heures a 1’obscurité a température
ambiante. L’absorbance a été mesuré a 750nm. Dans les mémes conditions, I’acide gallique a
été utilisé comme standard pour établir la courbe d’étalonnage (figure.l1.5). La teneur en

polyphénols totaux a été exprimée en mgGAE/g de la matiere séche.

V. Ladétermination de la teneur des flavonoides totaux

La méthode utilisée pour mesurer la teneur totale des flavonoides dans notre étude est la
méthode colorimétrique (Zaidi et al. 2023). Une quantité de 50ul de chaque extrait a été ajouté
a 50ul de chlorure d’Aluminium méthanolique (10%). Aprés une heure d’incubation a
température ambiante dans ’obscurité, les absorbances ont été mesurés a 420nm. Dans les
mémes conditions, le Rutin a été utilis¢é comme standard pour établir la courbe d’étalonnage

(Figure.11.6). La teneur en flavonoides totaux a eté exprimée en mg RE/g de la matiere séche.

VI. La détermination de la teneur totale des tanins

La teneur totale en tanins a été déterminée selon la méthode décrite par (Medini et al. 2014).
En bref, 50ul de chaque échantillon a été ajouté a 1.5ml de vanilline (4%). Apres 2min, 750pl
de HCL (12M) a été ajouté au mélange. Aprés 20min d’incubation dans [’obscurité a

température ambiante a été mesuré a 500nm. Dans les mémes conditions, la catéchine a été

51



utilise comme standard pour établir la courbe d’étalonnage (Figure.l1.7). Et la teneur totale en

tanins a été exprimée en mgCE/g de la matiére séche.

VII. La détermination de la teneur totale des caroténoides

Dans cette étude, la teneur totale en caroténoides a été déterminée a 1’aide d’un
spectrophotometre, en suivant la méthode de () avec quelques modifications. Une solution de
Img/ml de chaque extrait d’Euphorbia résinifiera et de Retama dasycarpa a été mesurée en
absorbances de 470, 648 et 664nm a 1’aide d’un spectrophotométre UV-visible.

Le méthanol a été utilisé comme standard et la teneur en pigment (chla, chlb et caroténoides

totaux) a été calculée a 1’aide de la formule suivante :

Caroténoides totaux = (1000 x 4470 — 1.63 X chla — 104.96 X chlb) + 221

Ou chla = 13.36 X A664 — 5.19 x A648
Et  chlb =27.43 X A648 — 8.12 X A664

OU A47 est I’absorbance a 470nm, Vsest le volume de 1’échantillon en ml, Vj, est le volume

de blanc en ml, N est la normalité de Hcl et Dy est la masse de 1’échantillon en mg.

VIII. L’activité antioxydante

De nombreuses méthodes de mesure du pouvoir antioxydant ont été développées ces
derniéeres années. On distingue les mesures réalisées sur des matrices vivantes (mesure in vivo)
et sur des matrices alimentaires (mesure in vitro). Lors des mesures in vitro, 1’activité
antioxydante est évaluée en mesurant 1’inhibition de 1’oxydation d’un substrat spécifique. Le
substrat est d’abord oxydé dans des conditions standard, puis le degré d’oxydation a un point
final est mesuré. De nombreuses méthodes ont été développées en combinant différents

substrats, initiations et points finaux.

Nature de substrat: 1ls sont souvent de nature lipidique : méthyl-linoléate (Demirci-Cekigc et
al. 2022), lipoprotéines (Davalos et al. 2003) ou caroténoides (Osmani et al. 2018).

Point de départ: I’oxydation du substrat peut étre initiee par une augmentation de

température catalysée par des ions métalliques ou liée a la génération des radicaux libres.
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Point de fin de mesure : il est possible de mesurer 1’inhibition par un composé antioxydant
enfin de réaction d’oxydation ou pendant la réaction, de mesurer le retard de 1’oxydation en

présence d’antioxydants.

La capacité antioxydante peut également étre évaluée comme le potentiel a piéger les
radicaux libres en mesurant directement 1’inhibition du radical lors de 1’ajout du composé

antioxydant.

Dans notre étude, 1’activité antioxydante est évaluée par trois méthodes différentes : Pouvoir
antioxydant réducteur ferrique(FRAP), 2,2,diphényl-1-picrylhydrazyl(DPPH) et capacité
antioxydante totale(CAT).

VIII1.1. Le pouvoir antioxydant réducteur ferrique(FRAP)

La capacité ferrique réductrice a été développée pour évaluer I’effet antioxydant de la
défense non enzymatique dans les fluides biologiques, dans lequel la réponse pourrait fournir
une mesure de la capacité antioxydante (Benzie and Strain 1996). Ce dosage consiste a la
réduction des ions ferriques a des ions ferreux a faible pH (=3.6), fournissant un complexe
coloré par les antioxydants avec une couleur jaune bleu-violet formée avec une absorption

maximale a 700nm (Antolovich et al. 2002).

Les valeurs de pH sont tres importantes dans la réduction de la capacité antioxydante puisque
la protonation des composés antioxydants se produit dans des conditions acides, entrainant une
diminution de ’activité antioxydante, dans des conditions basiques. Le contraire se produit :
les protons sont dissociés des composés phénoliques et une augmentation de [’activité
antioxydante peut étre observée (Benzie and Strain 1996). De plus, la méthode a été étendue
pour évaluer le pouvoir antioxydant des aliments végétaux (Li et al. 2021b). Le changement
d’absorbance est proportionnel au pouvoir ferrique total réducteur (Benzie and Strain 1996). Le
seul inconvénient de ce test c’est qu’il n’a pas de radical dans le systéme, ce qui crée un
probléme pour comparer le pouvoir antioxydant a différents types des radicaux (Roginsky and
Lissi 2005).

Le test a été réalisé comme décrit par (Mendes et al. 2024) avec quelques modifications,
250l de tampon est ajouté a 50ul de chaque échantillon. Aprés un vortex simple, 250ul de
solution de ferricyanure de potassium (1%). Le mélange est laissé incuber dans un bain marie
a 50°C pendant 20min. Apres refroidissement a température ambiante, 250ul d’acide

trichloroacétique (10%) est ajouté a la solution. A 300tours et pendant 10min, le mélange est
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passé a la centrifugation. Ensuite, 250ul de surnageant est récupéré et ensuite mélangé avec
250%] de I’eau distillée. Une quantité de 50ul de Feclz (0.1%) est ajouté au mélange
réactionnel. Ce dernier est laissé en repos a température ambiante pendant 10min avant de faire
la lecture sur I’appareil de ’UV-Visible a la longueur d’onde de 700nm. Dans les mémes
conditions, I’acide ascorbique a été utilis€ comme blanc. L’activité antioxydante liée au pouvoir

réducteur est exprimé en pouvoir réducteur a I’aide de la formule suivante :

%PR = ((A1 — A0) +~ A0) X 100 Ou A; est I’absorbance de I1’échantillon et Ag est

[’absorbance du blanc.

VI11.2. L’activité de piégeage des radicaux libres (DPPH)

Le test DPPH a été suggéré pour la premiére fois dans les années 1950 pour détecter des
donneurs d’électrons dans des produits naturels (Mishra et al. 2012). Plus tard, il a été utilisé
pour déterminer 1’activité antioxydante des composés phénoliques et de la nourriture végétale
(Vuolo et al. 2019). Le test (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable, d0 a la
délocalisation de 1’électron de réserve sur la molécule entiére. Aussi, il ne dimérise pas, comme
c’est le cas avec la plupart des radicaux libres. La délocalisation sur la molécule DPPH
détermine 1’apparition d’une couleur violette, avec une bande d’absorption entre 5515-520nm.
Lorsque le DPPH réagit avec un donneur d’hydrogéne, la forme réduite est générée et
accompagnée de la disparition de la couleur violette. Par conséquent, la diminution de

I’absorbance dépend linéairement de la concentration en antioxydants (Hua et al. 2014).

Une solution méthanolique de 63.5uM de DPPH a été préparée (Kroyer 2004). Puis, 1.95ml
de cette solution a été ajoutée a 50ul des extraits des deux plantes et laissé en repos dans des
conditions ambiantes et a 1’obscurité pendant 30minutes. L’absorbance a été mesuré a 517nm
contre le méthanol. L’acide ascorbique a été utilisé comme agent antioxydant standard.

L’activité de piégeage sur le radical DPPH était calculée a partir de la formule suivante :
%inhibition = ((A0 — A1) =+ A0) x 100

Ou Ao=I"absorbance du témoin négatif et A1=1"absorbance des échantillons et de 1’étalon.

VI11.3. La capacité antioxydante totale (CAT)

La capacité antioxydante par dosage du phosphomolybdéne peut étre évaluée par la
réduction du molybdéne en un complexe de molybdéne vert par les extraits de plantes (Prieto

et al. 1999). Le centre de molybdéne dans le réactif complexe est réduit de Mo(VI) a Mo(V)
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avec un électron donné par un antioxydant pour produire une couleur bleue (Singleton et al.
1999).

Avec quelgues modifications, la capacité antioxydant totale a été déterminée comme le
suivant : Une quantité de 50ul de chaque échantillon ont été melangé avec 50l de la solution
de molybdate (0.6M).Le mélange a été ensuite vortex et incubé dans un bain-marie pendant
90minutes a 90°C. Apres refroidissement a température ambiante pendant 10 a 15min. Les
absorbances ont ét¢ mesurées a 695nm. Dans les mémes conditions, 1’acide ascorbique a été
utilis¢é comme standard pour établir la courbe d’étalonnage (Figure.ll.8). La capacité

antioxydante totale a été exprimée en mg AA/g de la matiére séche.

IX. L’activité antibactérienne

Le test de diffusion sur disque a été utilisé pour évaluer I’activité antibactérienne des
différents extraits. Au total, six bactéries pathogénes humaines ont été utilisées et divisées en :
Gram positif:  Staphylococcus aureus ATTC 25923(bactérie 1), Pseudomonas
chloritidismutans MW 559720(bactérie2), Microbacterium resistens IMR 1188(bactérie 3). Et
Gram négatif : Klebsiella pneumonia MW524112 (bactéried), Escherichia coli dha (bactérieb)
et Alcaligenes faecalis 1172 (bactérie6).

Tous les extraits ont été stérilisés par filtration par filtre millipore de 0.2um. Une gquantité
de 100ul de suspension contenant 106cellules/ml de cultures bactériennes pendant une nuit ont
été étalés uniformément sur des plaques de gélose Mueller-Hinton (MHA). Des disques de
papier filtre stériles (environ 6mm de diameétre) ont été pressés sur la surface des plaques de
gélose, puis 100mg/ml de chaque extrait ont été déposés sur les disques respectifs. Les boites
de pétri ont été incubées a 28°C et 37°C pour Escherichia coli pendant 24heures. L’activité
antibactérienne a ensuite été évaluée par la présence d’une zone d’inhibition contre les
microorganismes testés apres la période d’incubation. Les résultats sont exprimés en mm et la
solution de DMSO a une concentration de 10% a été incluse dans chaque test comme contrdle
négatif (Mohamed et al. 2020).

X. L’activité antifongique
L’activité antifongique contre Fusarium oxysporum et Botrytis cinerea a été realise en
utilisant le milieu gélose dextrose de pomme de terre (PDA) (Tahiri et al. 2024) avec trois

répétitions pour chaque extrait. Ces deux espéces ont été choisies car elles font parties des
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principaux champignons pathogenes associés a diverses maladies des plantes au Maroc et

ailleurs.

Un disque mycélien (diametre de Smm) de 1’agent pathogéne a été prélevé apres cing jours
de croissance active sur milieu PDA et placée an centre de la plaque. Ensuite, les extraits de
plante ont été déposés de 2.5cm du disque micellaire et les plaques ont été incubées a 28°C.
Une plaque de contrdle a été inoculé uniquement avec un pathogéne fongique. Une activité
antagoniste a eté observée apres 7jours, et I’inhibition de la croissance des agents pathogénes a

¢té mesurée a I’aide de la formule suivante [Kalkisim, 2012] :
PI% = ((R1—R2) +~ R1) x 100

Ou PI= pourcentage d’inhibition de la croissance, R1= croissance radiale du pathogéne dans

le contréle (mm) et R>= croissance radiale du pathogene dans le traitement (mm).

XI. L’activité anti-inflammatoire

La dénaturation de la protéine albumine du sérum Bovince a été utilisée pour évaluer
I’activité anti-inflammatoire in-vitro des extraits d’Euphorbia résinifiera et de Retama
dasycarpa (Singh et al. 2022). Une quantité de 0.5ml de chaque concentration (8-4-2-1-0.5-
0.25-0.12mg/ml), a été mélangé avec 0.5ml de solution BSA (0.2%) préparé dans du tampon
(pH=6.5). Les échantillons ont été incubés 15min a 37°C dans I’étude puis immergés dans un
bain d’eau pendant Smin a 72°C. Apreés refroidissement, la turbidité a été mesurée a 660nm, en
utilisant le spectrophotometre. Dans les mémes conditions, le diclofénac (50mg) a été utilisé

comme standard.

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines a été calculé¢ a 1’aide de

I’équation suivante : %/ = ((A1 — (42 — 43)) + A1) x 100

Ou A= absorbance du contrdle, A>= Absorbance de I’échantillon=0.5ml d’extrait+0.5ml de
BSA et As= absorbance du blanc=0.5d’extrait+0.5ml tris-phosphate.

XII. L activité antidiabétique

L’activité inhibitrice des extraits d’Euphorbia résinifiera et Retama dasycarpa contre 1’a-
amylase a été évaluée comme décrit par (Narkhede et al. 2012) avec quelques modifications.
Une quantité de 100ul de I’extrait [0.31-5mg/ml] est mélange avec du tampon phosphate de
potassium 20mM (pH=6.9) qui a été combiné avec 100ul de la solution de 1’enzyme a-amylase
(1U/ml dans un tampon PBS) et incubé a 37°C pendant 20min. Un volume de 100ul de la

56



solution d’amidon soluble (1.0%) a ensuite été introduit comme substrat et incubé pendant
30min supplémentaires a 37°C. La réaction a été arrétée avec 200pl du colorant DNS et bouillie
pendant 10min sous 95°C de température et mélangé aprés avec 1.5ml de I’Eau Distillée.
L’absorbance a ensuite été mesurée a 540nm. L’inhibition de 1’a-amylase a été calculée a partir

de la formule suivante :
%inhibition a-amylase= ((Acontrc”)le'Ablanc)'(Aextrait'AbIanc)/ (Acontrﬁle'AbIanc)) x 100

Ou Acontrale= absorbance du controle, Apianc= Absorbance du blanc, Aextait= Absorbance de

I’extrait.

XII1. La toxicité aigue

L’évaluation de la toxicité orale aigue de chaque extrait a été réalisée conformément aux
lignes directrices établies par 1’organisation de coopération et de développement économiques
(OCDE) (Kedzierski et al. 2020). Trois souris femelles non enceintes et nullipares pesant entre
20 et 30g ont été mises a jeun pendant 4heures, mais elles ont eu acces a 1’eau propre. Les souris
ont été hébergées separément et individuellement dans des cages stériles en polypropylene.
Chaque extrait a été administré par voie orale a I’aide d’une sonde cesophagienne a raison de
2000mg/kg. Apres I’administration des extraits, les animaux ont été observés pendant 30min
puis pendant 14jours. Au cours de cette période, les variations du poids corporel, de la mortalité
ainsi des signes cliniques (convulsions salivation, diarrhée, sommeil léthargique et coma) sont

notés sous forme des courbes.

XIV. Les réactions dérivés des extraits

Les extraits sont généralement composés des composes basiques, possédant des fonctions
telles que des amines et des alcools contenant un ou plusieurs atomes d’hydrogene actif ; par
conséquent, leur étude par GC-MS nécessite une réaction de dérivation et dans ce travail, la
réaction de dérivation choisie est la réaction d’acétylation qui est réalisée selon (Bondetti et al.
2020). Une quantité de 5mg de chaque extrait sont dissous séparément dans 1ml d’anhydride
acétique. Ensuite, 4gouttes de la pyridine sont ajoutées et le mélange s’est mis en chauffage a
70°C pendant 2heures. Apres refroidissement pendant une nuit, le mélange est hydrolysé par
ajout de 6ml d’Eau distillée sous agitation dans un bain d’eau glacée. La phase aqueuse est
extraite trois fois avec 10ml de chloroforme et la phase organique est ensuite lavée avec une
solution saturée d’hydrogénocarbonate de sodium(NaHCO3), séchée sur sulfate de sodium

anhydre (Na2S04) et évaporeé sous pression réduite. Les mélanges obtenus sont des mélanges

57



qui contiennent principalement des substances volatiles et qui doivent les passées en GC-MS

pour évaluer leurs compositions chimiques.

XV. L’analyse par chromatographie en phase gazeuse GC-MS (Gas chromatography-
Mass spectrometry)

L’analyse GC-MS des différents extraits de plante est réalisée a I’institut national de la
recherche agronomique de Rabat. L appareil utilisé est un bruker 456-GC, systeme EVOQTQ
équipé avec une colonne capillaire Rxi-6ms (30mx0.25mm IDx0.25mm df) et fonctionnant en
mode impact électronique avec une énergie d’ionisation de 70ev. La température d’injection
est maintenue a 280°C et celle de la source d’ions a 250°C. La température initiale de la colonne
est fixée a 65°C pendant 10min, avec une premiere augmentation de 10°C/min a 80°C ou elle
reste 3min, puis une deuxiéme augmentation de 2°C/min a 300°C ou elle reste Smin. L hélium
est utilisé comme un gaz porteur avec un débit constant de Iml/min et le volume de la solution
injectée est de 1.5ml. Les structures des composés identifiés ont été déterminées en étudiant

leurs spectres de masse et confirmées par la base de données des appareils (Haida 2022).

Figure.l1.5 : Appareil de la chromatographie gazeuse
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Partiel : Le choix de solvant

I.  Choix de solvant pour Euphorbia résinifiera

Les polyphénols est une classe des molécules plutdt solubles dans 1’eau est les solvants

organiques, sont principalement extraites par des polarités moyennes a elevées.

Dans notre étude, le Méthanol a été choisi pour sa polarité moyenne et 1’eau a été choisie
pour sa polarité élevée. Ainsi, le solvant hydroalcoolique (70%) a été choisi parce que nous
avons trouvé gue les enzymes dans 1’extrait hydroalcoolique est trés actifs (Lapornik et al.
2005).

L’ajout d’eau au solvant organique augmente la solubilité des polyphénols en modulant la
polarité de la matiére organique de solvant. Cette augmentation pourrait étre due a la faiblesse
des liaisons hydrogénes dans des solutions aqueuses. Cela pourrait aussi di a I’augmentation
de basicité et ionisation des polyphénols en milieux aqueux (Radwan et al. 2022, Mrabti et al.
2023).

Des auteurs ont prouvé que 1’utilisation d’un solvant hydroalcoolique a permis d’extraire les
composés polaires comme les polyphénols qui font partie des principaux composants des

plantes a activité antioxydante (Akanni et al. 2014).

D’autres études ont montré que 1’eau est le solvant qui donne la meilleure teneur en

polyphénols et en activité antioxydante par rapport au solvant alcoolique (Li et al. 2021a).

Donc pour Euphorbia résinifiera, le choix de solvant a été fait suite a la littérature
scientifique, pour prouver tous les hypotheses trouvées et nous avons trouvé que les meilleurs

solvants d’extraction des polyphénols sont : le méthanol, I’eau et le solvant hydroalcoolique
(70%).

Il. Choix de solvant pour Retama dasycarpa

I1.1. Composition du mélange de solvants dans I’extraction des polyphénols

La méthodologie de surface de réponse est considérée comme la meilleure approche
statistique, pour, d’une part, évaluer I’influence de différents facteurs expérimentaux et leurs
interactions linéaires et quadratiques sur les réponses analytiques et d’autre part, modéliser et
optimiser les conditions des composés phénoliques (Garcia et al. 2010, Granato et al. 2014,
Rebollo-Hernanz et al. 2021, Wang 2021).
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Une voie possible consiste a sélectionner un mélange de solvants a différents polarités via la
conception de mélanges expérimentaux, comme celle utilisée dans ce projet de these : simplex
controid design. Ce modele permet la quantification des effets d’interaction des solvants
mélangés simultanément en ajustant les proportions de solvant (Garcia et al. 2010, Dos Santos
2020). De plus, il fournit une méthode économique, rapide en minimisant I’erreur du mod¢le et
le nombre d’expériences requises (Abdullah and Chin 2010, Bezerra et al. 2020). Il est possible,
aussi, d’observer des effets synergiques et/ou antagonistes résultant du mélange des solvants a

differents polarités (Boscariol Rasera et al. 2019).

Dans notre étude, le plan simplexe controid est utilisé pour évaluer 1’effet du solvant sur le
rendement en composés phénoliques de Retama dasycarpa. La différence observée au niveau
des résultats expérimentaux des combinaisons (Tableaulll.l) ne peut étre due qu’a la
différence de polarité des solvants. Dans ce cas, 1’extraction a été régie par les polarités des

solvants et I’interaction synergique entre eux.

L’Eau, I’éthanol et le méthanol sont les solvants les plus utilisés dans le processus
d’extraction des composés phénoliques (Wang et al. 2008, Sadiq et al. 2015, Gullon et al. 2017).
Cette étude a déterminé la combinaison optimale des variables indépendantes (Eau, EtOH et
MeOH) pour obtenir la réponse maximale en composés phénoliques de deux parties de Retama

dasycarpa.

L’utilisation de plan de mélange nous a permis d’obtenir le mélange de solvants optimal
pour extraire un maximum de polyphénols a partir de différentes parties de la plante. Ces
mélanges de solvants a polarité croissante peuvent étre utilises pour application industrielle et
en recherche scientifique, fournissant des extraits avec une teneur élevee en composés bioactifs

et, par conséquent, de fortes activités antioxydants.

Les conditions d’extraction tels que le rapport solide-liquide, la température et le temps de
sonication ou macération ont un grand effet sur le dégagement des composés phénoliques de la
matrice végétale et donc ils influencent ’activité antioxydante de 1’extrait (Jiang et al. 2007,

Ryu and Koh 2018, Qin et al. 2023) .

La méthodologie de surface de réponse est une combinaison de techniques mathématiques
et statistiques qui sont utilisés pour modeliser et analyser les variables de réponse et atteindre

ainsi I’objectif d’optimisation.
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Nous pouvons soutirer que le ratio solvant/matériel végetal a été le facteur le plus important

qui a affecté le rendement et I’activité antioxydante des extraits.

La méthodologie de réponse de surface et conception simplexe axiale sont considérés
comme une meilleure approche statistique pour évaluer l’influence de solvants sur la
récupération des polyphénols. Cette méthode a été utilisée avec succeés par (Qin et al. 2021)

pour optimiser 1’extraction phénolique d’Allium ampeloprasum.

Les résultats de la composition des effets des solvants et présentés dans le tableau 111.1
suivant. Ces différences sont dues aux différences de polarité de solvant d’extraction, qui peut
affecter la solubilité et le rendement d’extraction des composants chimiques de I’extraction
(Nekkaa et al. 2021). Cela peut aussi s’expliquer par le fait que les parties de la plante ne
contiennent pas la méme gamme de métabolites secondaires, en raison aussi de la méthode
d’extraction différente, et aussi en raison de différents facteurs tels que les facteurs
environnementaux (de Morais Rodrigues et al. 2016). Dans la littérature, I’extraction du TPC,
a partir des matiéres végétales telles que les fruits, les Iégumes et les aliments peuvent étre
obtenus en utilisant des différents solvants et des différents méthodes d’extraction (Ghafoor et

al. 2010, Pan et al. 2015, Ouedrhiri et al. 2016, Chanioti and Tzia 2017).

Dans notre étude, le schéma de solvant avec les solvants hydro-alcooliques ont été complétés

par un mélange d’eau, 1’éthanol et le méthanol.
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Tableau I11.1 : Matrice de la conception simple axial et TPC de différents extraits de Retama

dasycarpa.
Run Eau MeOH EtOH TPC mgEAG/gMV TPC mgeEAG/gMV
Sonication Maceération
Tiges Feuilles Tiges Feuilles
1 100 0 0 43,86+0.2 | 65,99+0.1 | 48,97+0.2 | 74,47+0.4
2 0 100 0 42,25+0.1 | 90,38+0.1 | 44,35+0.2 | 81,04+0.3
3 0 0 100 43,05+0.2 | 89,46+0.1 | 36,26+0.1 | 70,41+0.2
4 33,33 33,33 33,33 | 47,90+0.3 | 105,66+0.2 | 58,56+0.3 | 81,29+0.4
5 50 50 0 40,71+0.3 | 103,31+0.1 | 45,38+0.1 | 81,08+0.1
6 50 0 50 42,72+0.3 | 107,22+0.3 | 33,29+0.4 | 81,18+0.2
7 0 50 50 45,51+0.2 | 97,98+0.4 | 46,08+0.2 | 73,37+0.3
8 16,66 16,66 66,66 | 50,11+0.1 | 103,57+0.3 | 62,61+0.3 | 79,15+0.1
9 16,66 66,66 16,66 |54,87+0.1 | 99,77+0.2 | 56,19+0.1 | 79,68+0.2
10 66,66 16,66 16,66 | 42,82+0.1 | 100,97+0.1 | 58,11+0.1 | 79,93+0.1
Il.1.a. Macération
Il.1.a.i. Analyse de variance ANOVA :

L’analyse de variance (ANOVA) est présentée dans le tableau suivant. Passage du linéaire

a un quadratique et le modele spécial cubique a amélioré ’ajustement pour ’analyse de

régression. La valeur de probabilité p indique une différence tres significative entre les

moyennes dans le cas de p<0,05, et I’absence d’une différence significative entre les moyennes

si p>0,10 (Rajha et al. 2014). En effet, le modele cubique spéciale est fiable et précis et le plus

approprié (p-valeur<0,05) pour prédire le comportement des mélanges (Vidana Gamage and
Choo 2023). Ainsi, le coefficient de corrélation était R-sqr=0,780 et R-ajusté=0,722 (Tableau

I11.2 et Tableau 111.3). Les modeles de corrélation entre les réponses obtenus sont les suivants :

TPC(Feuilles) = 74,496 X x + 81,066 X y + 70,431 X z + 13,348 X x X y +
35,028 X x Xz —9,261 Xy Xz+48,068XxXyXz+16915Xx Xy X (x —y) —
36,666 X x X z X (x — z)

TPC(Tiges) = 43,465 X x + 39,0009 X y + 49,378 X z + 26,971 X x X y
—6,017XxXz—31,137XyXz+ 610,298 Xx Xy Xz

Ou x, y et z sont éthanol, eau et méthanol respectivement.
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Tableau 111.2 : Les résultats d’ ANOVA des modéles de la régression a partir de design centroide
simple des feuilles et des tiges de Retama dasycarpa par macération.

Modéle Effet SS Effet Effet MS F-value  P-value R.sqr R-

Df Adjusted
TPC
Feuilles
Linéaire 128,7865 2 64,3932 6,0593 0,006703  0,309791 0,258664
Quadratique 264,6800 3 88,22667 95,1456  0,000001  0,94646  0,935314
Cubique 06,7344 1 6,73439  9,9799 0,004386  0,962666 0,952927
spécial
Cubique 15,3101 2 7,65516  765,4188 0,0000001 0,999495 0,999302
Total 415,7212 29 14,33522
Adjusted
TPC Tiges
Linéaire 147,009 2 73,505 0,81241  0,454343  0,056763 0,000000
Quadratique 788,049 3 262,683  3,80966 0,022987  0,361040 0,227924
Cubique 1089,594 1 1085,594 43,86244 0,0000001 0,780204 0,722866
spécial
Cubique 217,598 2 108,799  6,49727  0,006361 0,812497
Total 2589,902 29 89,307
Adjusted

SS sum of squares, DF degree of freedom, MS mean of square, R-Sqr coefcient of

determination, R-adj coefcient of determination adjusted

Il.1.a.ii. Analyse des tracés de contours

Le TPC est le plus important pour un usage diététique, comprenant les acides phénoliques :
les polyphénols et les flavonoides (Do et al. 2014). L’étude pour optimiser 1’extraction des
polyphénols, des feuilles et les tiges de Retama dasycarpa est considérée comme la premiere
¢tude a trouver le solvant optimal avec la capacité d’extraire un maximum de TPC de chaque

extrait. La récupération des phénols dépend de solvants utilisés, car les mélanges de solvants
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extraient plus de TPC que les solvants purs (Ksibi et al. 2015). Les figures (a et b) présentent
les tracés des contours d’interactions tridimensionnels (3D) en fonction des interactions de
I’EtOH, ’ED et le MeOH.

Pour les feuilles, la surface de réponse et les tracés de contour a révélé que le solvant
hydroéthanolique= 30,769%(ED) et 69,231%(EtOH) est le plus efficace pour I’extraction de
TPC. Cela peut étre di a la meilleure solvatation des composés phénoliques présentés dans
notre matériel végétal en raison des interactions entre les sites polaires des molécules

antioxydantes.

Les résultats obtenus peuvent confirmer que 1’effet synergique entre ces trois solvants, dans
lequel I’interaction entre eux montre une amélioration efficace d’extraction que leurs actions

séparees.

Une mixture de 30%(MeOH) + 25%(EtOH)+45%(Eau) a donné 1’occasion d’enregistrer un

rendement maximal en composés phénoliques a partir des tiges de Retama dasycarpa.

L’association de I’eau avec un solvant organique améliore I’efficacité de I’extraction, cela
crée un milieu polaire modéré dans lequel tous les solvants interagissent de maniéere synergique
comme le révelent nos travaux (Liyana-Pathirana and Shahidi 2007). La polarité de chaque
solvant peut également expliquer les résultats, les composés cibles de I’extraction et le matériau
matrice sont la raison pour laquelle 1’effet est différent d’un systéme de solvant a I’autre (Naczk

and Shahidi 2006). Et cela est montré plus claire dans la figure.l11.2 et Figure.l11.3

Fitted Surface; Variable: TPC Fitted Surface; Variable: TPC
DV: TPC; R-sqr=,9995; Adj:,9993 DV: TPC; R-sqr=,9995; Adj:,9993
Model: Cubic  (some terms were removed from full model) Model: Cubic  (some terms were removed from full model)

Ethanol
0,0001,00

Il >82
N <81
M <79
<77
<75
B <73
Methanol <71

()
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Fitted Surface; Variable: TPC
DV: TPC; R-sqr=,7802; Adj:, 7229
Model: Special Cubic
water
0,001,00

Fitted Surface; Variable: TPC
DV: TPC; R-sqr=,7802; Adj:,7229
Model: Special Cubic

M >65 M > 65
I <61 Il <61
B <56 B <56
<51 <51
[ <46 [ <46
<41 B <41
I <36 I <36

(b)

Figure.lll.1 : Surface de réponse des TPC de solvants des extraits obtenus par macération (a) : Feuilles
de Retama dasycarpa et (b) : Tiges de Retama dasycarpa.

Profiles for Predicted Values and Desirability
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Figure.ll1.2 :Résultats de désirabilité des feuilles de Retama dasycarpa par macération
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Profiles for Predicted Values and Desirability
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Figure.l11.3 :Résultats de désirabilité des tiges de Retama dasycarpa par macération

I1.1.a.iii. Analyse de pareto

Afin d’évaluer la pertinence relative des principaux effets et leurs interactions avec une
signification statistique (p<0.05), un diagramme de Pareto standarisé a été utilisé. La
figure.l11.4 représente ’effet des variables indépendantes (des mélanges hydroalcoolique) et
leurs interactions sur la récupération du TPC. Au niveau 0.05, qui s’attendait au-dela de la ligne

de référence était significatif.

Selon la figure, méthanol(B), Eau(A), éthanol(C) et I’interaction binaire (AC) et (AB)
¢taient les facteurs qui ont montré le plus important effet dans ’extraction du TPC a partir des

feuilles de Retama dasycarpa par macération.
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(B)Methanol
(A)Water
(C)Ethanol
AC

AB
AC(A-C) f
BC

ABC 1

AB(A-B) |

Figure.l11.4 :Diagramme de Pareto des effets de solvants pour les TPC a partir des feuilles de Retama

Pour les tiges, les parametres qui ont un effet standarisé plus 1’effet dans I’extraction du TPC

a été classe comme suit: Eau(C)>MeOH(A)>EtOH(B)>interaction ternaire (ABC)

(Figure.l11.5).

Pareto Chart, Standardized Pseudo-Comps; Variable: TPC

3 Factor mixture design; Mixture total=100,, 30 Runs
DV: TPC; MS Residual=,0100013

1407,483

1293,414

1222,82

124,0404

47,26931

-39,087

-32,7973

25,94906

18,03194

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

dasycarpa
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Pareto Chart, Standardized Pseudo-Comps; Variable: TPC
3 Factor mixture design; Mixture total=100,, 30 Runs
DV: TPC; MS Residual=24,74996

(Cpwater | - ExE

(A)MEOH }

15,65454

(B)ETOH | 14,04655

ABC | 6,622872

BC -2,22779

AB | 1,929668

AC -,43052

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figure.ll1.5 :Diagramme de Pareto des effets de solvants pour les TPC a partir des tiges de Retama
dasycarpa
Les résultats obtenus ont prouvé que le systeme solvant pourrait influencer le résultat du
TPC. Des études récentes ont montré que plusieurs facteurs peuvent influencer aussi le TPC,
telles que les facteurs géographiques (Simat et al. 2024), facteurs génétiques, degré de maturité
de la plante et durée de stockage (Abdelouhab et al. 2023).

11.1.b. Sonication

I1.1.b.i. Analyse de variance ANOVA

L’analyse de variance (ANOVA) est présentée dans le tableau suivant. Passage du linéaire
a un quadratique et le modele spécial cubique a amélioré ’ajustement pour ’analyse de
régression. La valeur de probabilité p indique une différence tres significative entre les
moyennes dans le cas de p<0,05, et I’absence d’une différence significative entre les moyennes
si p>0,10 (Rajha et al. 2014). En effet, le modéle cubique est fiable et précis et le plus approprié
(p-valeur<0.05) pour prédire le comportement des mélanges (Weldegebrieal 2020). Ainsi, le
coefficient de corrélation était R-sqr=0,986= et R-ajusté=0,981(Tableau I11.4 et Tableau
11.5).
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Les modeles polynomiaux décrivant la corrélation entre les réponses obtenus sont les

suivants :

TPC(Feuilles) = 89,311 X x + 90,231 X y + 106,141 X z + 31,604 X x X y +
40,507 X x Xz + 19,344 X y X z — 27,791 X x X y X z — 29,948 X x X ¥ X (x — y) +

10501 X x Xz X (x — z)

TPC(Tiges) = 44,209 X x + 42,589 X y + 43,405 X z — 8,084 X x X y — 1,464 X x X
2+ 12,775 Xy x 2+ 193,566 x x X y X z — 104,171 X x X y X (x — y) — 1,579 X x X

zZX (x—2z)

Ou x, y et z sont éthanol, eau et méthanol respectivement.

Tableau I11.3 : Les résultats d’ANOVA des modéles de la régression a partir de design centroide

simple des feuilles et des tiges de Retama dasycarpa par sonication.

Modéle Effet SS Effet Effet MS F-value  P-value R.sqr R-

Df Adjusted
TPC
Feuilles
Linéaire 539,54 2 269,773 12,8707  0,00011 0,48806 0,45014
Quadratique 415,44 3 138,483 22,0870  0,000000 0,86388  0,83552
Cubique 2,25 1 2,251 0,3492 0,56028 0,86591  0,83093
spécial
Cubique 133,03 2 66,518 91,9695  0,000000 0,98626  0,98102
Total 1105,47 29 38,119
Adjusted
TPC Tiges
Linéaire 40,825 2 20,412 1,1646 0,32721 0,07942  0,01122
Quadratique 128,148 3 42,716 2,9709 0,05192 0,32871  0,18886
Cubique 109,205 1 109,205 10,6490  0,00341 0,54116  0,42146
spécial
Cubique 166,973 2 83,487 25,449 0,00000 0,86598  0,81493
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Total 514,042 29 17,725
Adjusted

SS sum of squares, DF degree of freedom, MS mean of square, R-Sqr coefcient of

determination, R-adj coefcient of determination adjusted.

I1.1.b.ii. Analyse des tracés de contours

Pour les feuilles, 1’eau et 1’éthanol extraient plus de quantités de polyphénols alors que le
méthanol n’a rien extrait. La mixture de 25%(Eau) +75%(EtOH) +0%(MeOH) était la
proportion optimisée en fonction de la zone de réaction comme maximum de la plage
expérimentale(Figure.l11.6). Le mélange binaire est donc plus efficace pour extraire le
maximum de TPC. Cela indique que lorsque la polarité du solvant utilisé dans 1’extraction

augmente 1’efficacité de 1’extraction aussi.

Selon les auteurs, 1I’éthanol est un solvant efficace pour 1’extraction du TPC et il est moins
nocif pour la santé humaine (Alara et al. 2021). Dans 1’étude menée par (Drini¢ et al. 2021), ils
ont découvert que 1’éthanol est le meilleur solvant pour extraire du TPC du chanvre. Nous avons
constaté que 1’ajout de 1’eau a 1’éthanol augmente sa capacité a extraire le TPC. Cela a été
prouvé dans une étude menée par (Rajha et al. 2014), indiquant que la quantité maximale de
TPC peut étre attendue pour les mélanges majoritaires riches en eau.

Plusieurs travaux de recherche sur d’autres plantes ont indiqué que les mélanges eau-
méthanol ou eau-éthanol permettent d’avoir la teneur la plus élevée en composés phénoliques
(Mykhailenko et al. 2019, Kamboj et al. 2022, Ul Haqg et al. 2023, Jajo et al. 2024). Cela peut
étre justifié par le fait que I’eau dispose d’une viscosité élevée empéchant une extraction
maximale des molécules d’intérét (Silva Janior et al. 2021). Il faut noter qu’une faible viscosité
du solvant permet une plus grande diffusion améliorant I’extraction des composés bioactives
(Wijekoon et al. 2011). Par conséquent, la combinaison d’eau avec d’autres solvants organiques
est recommandée pour extraire le maximum des phénols (Tan et al. 2018b). La conception de

mélange agit principalement sur la polarité et la viscosité du milieu d’extraction.

Quant aux tiges, qui ont montré que la meilleure proportion pour extraire plus des
polyphénols est 22,22%(Eau) +60%(MeOH) +27,778%(EtOH) (Figure.l11.7). Et cela est
montré plus claire dans la figure.l11.8 et Figure.l11.9.
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Fitted Surface; Variable: TPC Fitted Surface; Variable: TPC
DV: TPC; R-sqr=,9863; Adj:,981 DV: TPC; R-sqr=,9863; Adj:,981
Model: Cubic  (some terms were removed from full model) Model: Cubic  (some terms were removed from full model)

Water
0091,

I > 110
Il <110
Il < 106
<102
[ <98
B <94
Ethanol Methanol B <9

Figure.l11.6 :Surface de réponse des TPC de solvants des feuilles de Retama dasycarpa par sonication

Fitted Surface; Variable: TPC Fitted Surface; Variable: TPC
DV: TPC; R-sqr=,866; Adj:,8149 DV: TPC; R-sqr=,866; Adj:;,8149
Model: Cubic  (some terms were removed from full model) Model: Cubic  (some terms were removed from full model)

Ethanol
0,001,00

I >52
Il <49
[ <45
<41
B <37
Water Methanol Bl <33

Figure.ll1.7 :Surface de réponse des TPC de solvants des tiges de Retama dasycarpa par sonication
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Profiles for Predicted Values and Desirability
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Figure.l11.8 :Résultats de désirabilité des feuilles de Retama dasycarpa par sonication

Profiles for Predicted Values and Desirability
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Figure.l11.9 :Résultats de désirabilité des tiges de Retama dasycarpa par sonication

73



11.1.b.iii. Analyse de pareto

D’apres la figure.111.10, les parametres qui ont eu un effet standarise plus élevé dans
I’extraction du TPC des feuilles a été classé comme suit :
Eau(c)>MeOH(B)>EtOH(A )>interaction binaire EtOH-Eau(AC).

Pareto Chart, Standardized Pseudo-Comps; Variable: TPC

3 Factor mixture design; Mixture total=100,, 30 Runs
DV: TPC; MS Residual=,7232694

(C)water 216,7016
(B)Methanol -184,2191
(A)Ethanol 182,3408
AC 16,86734
AC(A-C) t 13,16354
AB 13,16022
BC 8,0551
AB(A-B) | -3,7542
ABC -1,76416

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figure.ll1.10 : Diagrammes de Pareto des effets standardisés sur le TPC des feuilles de Retama
dasycarpa par sonication

Pour les tiges, Eau(A), EtOH(C) et MeOH(B) étaient les facteurs qui ont montré le plus
important effet dans 1’extraction du TPC (Figure.l11.11).

74



Pareto Chart, Standardized Pseudo-Comps; Variable: TPC
3 Factor mixture design; Mixture total=100,, 30 Runs
DV: TPC; MS Residual=3,280451

(A)Water 42,38119
(C)Ethanol | 41,61107
(B)Methanol 40,82817
AB(A-B) | -6,13155
ABC 5,769724
BC | 2,497871
AB 1,58075
AC -,286384
AC(A-C) t -,00299
.p:’os .

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figure.lll.11 : Diagrammes de Pareto des effets standardisés sur le TPC des tiges de Retama
dasycarpa par sonication

I11. Conclusion :
Au cours de la présente étude, 1’utilisation des solvants purs, des mélanges binaires et
tertiaires avec des différentes proportions, ont été efficaces pour pouvoir sélectionner des

extraits a une teneur forte en polyphénols d’ou une forte activité antioxydante.

Dans le cas de la partie aérienne d’Euphorbia résinifiera, le choix de solvant a été obtenu
par la recherche dans la littérature scientifique et nous avons trouvé que le méthanol, I’eau et le
solvant hydroalcoolique (70%) sont les meilleurs solvants pour extraire plus de polyphénols en

utilisant deux méthodes d’extraction.

Tandis que dans le cas de Retama dasycarpa, nous sommes orientés vers 1’utilisation du plan
de mélange simplex controid et nous a permis d’obtenir le mélange de solvants optimal pour
extraire un maximum de polyphénols dans les feuilles et les tiges en utilisant deux méthodes

d’extraction.

Dans le cas de la macération de Retama dasycarpa, le mélange de solvants le plus important
pour obtenir un rendement de polyphénols élevé dans les feuilles était le mélange binaire
30,769%(Eau)+69,231%(EtOH) et pour les tiges, la  proportion ternaire
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30%(MeOH)+25%(EtOH)+45%(Eau) est le meilleur solvant pour donner des extraits avec une

teneur élevée en TPC.

Dans le cas de la sonication de Retama dasycarpa, la proportion binaire 75%(EtOH)
+25%(Eau) est le meilleur solvant pour donner des extraits avec une teneur élevée en TPC a
partir des feuilles. Tandis que, les tiges ont montré que la proportion ternaire 22,22%(Eau)
+60%(MeOH) +27,778%(EtOH) était le mélange de solvants le plus important pour obtenir le

meilleur rendement des polyphénols.

Par la suite, il serait intéressant de mesurer la teneur totale des polyphénols pour les
meilleures proportions trouvées, ainsi de mesurer d’autres métabolites secondaires tels que les

flavonoides, les tanins et les caroténoides.

Partie 2 : Le dosage des composes phénoliques

I. Dosage des polyphénols totaux

I.1. Euphorbia résinifiera

Les résultats obtenus suite au dosage des polyphénols des extraits des différentes méthodes
d’extraction sont reportés dans la figure.l11.12.

TPC(gEAG/gMV)
O P N W b O OO N ©©

Macération Sonication

Méthanol Hydroalcoolique = Eau
Figure.lll.12:  Composition en teneur des polyphénols totaux des extraits de la partie aérienne
d’Euphorbia résinifiera des deux méthodes d’extraction.

La teneur totale en polyphénols de ta partie aérienne d ’Euphorbia résinifiera a été déterminé
a I’aide de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (y=8,208x+0.167 ; R?>=0,0993). Les

résultats de la détermination de la teneur totale en polyphénols ont montré que I’extrait du
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méthanol 70% obtenu par sonication a la valeur la plus élevee (2,73+£0,02gEAG/ g MV), suivi
de I’extrait méthanolique avec une valeur de (2,37+£0,03gEAG/gMV). De méme, lateneur totale
en polyphénols était la plus élevée dans I’extrait du méthanol (70%) obtenu par maceération
(7,09+0,04gEAG/gMV), suivie de I’extrait méthanolique avec une valeur de
(2,04+0,03gEAG/gMV). Par contre, I’extrait de I’cau a donné des faibles valeurs
(1,30+0,03gEAG/gMV) et (1,7+0,03gEAG/gMV) respectivement pour la sonication et la

macération.

Differemment a nos résultats, des chercheurs ont prouvé qu’Euphorbia heliscopia
(appartient a la méme famille d’Euphorbia résinifiera) a révélé que la sonication est la méthode

d’extraction la plus convenable pour I’extraction des composés phénoliques (Sun et al. 2021).

Des résultats similaires ont montré que le solvant d’extraction a un grand effet sur le
rendement des composés phénoliques ainsi que les flavonoides et cela due a la polarité des

molécules (Berretta et al. 2020).

Le solvant peut affecter le rendement d’extraction des polyphénols. Un abus en solvant peut
rendre la procédure d’extraction difficile ainsi qu’un manque de solvant peut conduire a une
extraction des polyphénols incompléte (Karvela et al. 2011, Pedro et al. 2016, Yan et al. 2020,
Belwal et al. 2022). Pour cela, un rapport solide/liquide approprié est crucial pour un processus

d’extraction des polyphénols efficace.

I.2. Retama dasycarpa

Les résultats obtenus suite au dosage des polyphénols des extraits de différentes méthodes

d’extraction et de différentes parties de Retama dasycarpa sont reportés dans la figure.111.13.

77



140

TPC(mgEAG/gMV)
5 3 8 5 B

N
o

Macération Sonication

o

m feuilles mtiges

Figure.ll1.13 : Composition en teneur des polyphénols totaux des extraits des feuilles et des tiges de
Retama dasycarpa de deux méthodes d’extraction.
La teneur totale en polyphénols des deux parties de Retama dasycarpa a été déterminé a
I’aide de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique (y=8,208x+0,167 ; R?=0,993). Les résultats
ont montré que les feuilles de notre plante sont riches en teneur totale en polyphénols que les

extraits des tiges en utilisant soit la macération soit la sonication.

Les dosages ont montré que la sonication présente la teneur en polyphénols la plus élevée
pour les feuilles avec une moyenne de (120,34+0,1mgEAG/gMV) et pour les tiges a marqueé la

teneur la moins importante en polyphénols avec une moyenne de (59,67+0,03mgEAG/gMV).

De méme, la teneur totale en polyphénols était la plus élevée pour les feuilles obtenues par
macération avec une moyenne de (100,96+0,03mgEAG/gMV). Par contre, les tiges ont donné

une teneur moins faible en polyphénols avec une moyenne de (68,73+0,02mgEAG/gMV).

Donc, nous pouvons remarquer clairement que le solvant EtOH ( 75%)+Eau( 25%) obtenu
par sonication a marqué la teneur totale en polyphénols la plus élevée pour les feuilles de

Retama dasycarpa.

Des études non similaires ont montré que la sonication est la meilleurs technique pour
extraire les polyphénols totaux en la comparant avec la macération en utilisant I’olivier comme

une plante etudiée (Maia et al. 2023).

La dissolution des composés phénoliques dépend du type de solvant utilisé, du degré de
polymérisation des polyphénols ainsi que I’interaction et de la formation complexe insoluble

des composés phénoliques avec d’autres composés végétaux (Dirar et al. 2019).
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Il. Le dosage des flavonoides totaux

I1.1. Euphorbia résinifiera

Les résultats de 1’é¢tude quantitative de la teneur totale des flavonoides des différents extraits

d’Euphorbia résinifiera sont représentés dans la figure.111.14.
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Figure.lll.14 : composition en teneur des flavonoides totaux des extraits de la partie aérienne
d’Euphorbia résinifiera des deux méthodes d’extraction.
La teneur totale en flavonoides des différents extraits provient de la courbe d’étalonnage de
Rutin (y=9,034x+0,045, R?=0,996). L’analyse quantitative de la teneur totale des flavonoides
des deux méthodes d’extraction a montré que I’extrait méthanolique qui est son tour plus riche

que I’extrait aqueux.

La teneur totale en flavonoides de 1’extrait méthanolique obtenue par sonication a montré
(0,51+£0,03mgRE/gMV), ce qui était plus élevée par rapport a I’extrait aqueux
(0,42+0,08gRE/gMV). Compatible a la macération qui a montré que I’extrait méthanolique a
donné des résultats élevés par rapport a I’extrait aqueux avec des valeurs de
(1,02+0,04gER/mgMV) et (0,97+0,05mgER/gMV) respectivement. Par contre, les meilleurs
teneurs totales en flavonoides ont été enregistrés par les extraits hydrométhanoliques 70% en
utilisant que se soit la macération ou la sonication avec des valeurs de (3,51+0,05mgER/gMV)
et (0,56+0,04mgER/gMV).

Contrairement a nos résultats, des auteurs ont obtenu que 1’extrait aqueux de six plantes
aromatiques et medicinales renfermait des teneurs en flavonoides totaux plus élevé par rapport

a I’extrait méthanolique (Amessis-Ouchemoukh et al. 2014, Djeridane et al. 2015).
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Il a été signalé dans la littérature que le solvant hydrométhanolique entre le méthanol et I’Eau
dans la proportion 70 :30 donne le meilleur rendement d’extraction des métabolites secondaires
et aussi cette combinaison donne la teneur en flavonoides la plus élevée pour d’autres plantes

aromatiques et médicinales (Himed et al. 2019).

11.2. Retama dasycarpa
Les résultats de 1’¢tude quantitative de la teneur totale des flavonoides des différents extraits

de Retama dasycarpa sont reportés dans la figure.l111.15.
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Figure.ll1.15: Composition en teneur des flavonoides totaux des extraits des feuilles et des tiges de
Retama dasycarpa de deux méthodes d’extraction.

La teneur totale en flavonoides des différents extraits provient de la courbe d’étalonnage du
Rutin (y=9,034x+0,045 ; R?=0,996). Les résultats obtenus des flavonoides des extraits du
mélange de chaque partie et de chaque méthode d’extraction, nous avons remarqué que les
feuilles présentent les valeurs les plus élevées en flavonoides par rapport aux tiges que ce soit

pour la sonication ou pour la macération.

La teneur totale en flavonoides du mélange optimale EtOH (75%) + Eau( 25%) a atteint la
teneur la plus élevé pour les feuilles de Retama dasycarpa obtenu par sonication avec une valeur
de (43,78+£0,03mgER/gMV) . Par contre, les tiges ont marqueé la valeur la plus faible égale a
(20,06+0,04mgER/gMV) pour la méme méthode d’extraction.

D’autre part, la macération a aussi enregistré des valeurs importantes pour les feuilles et les
tiges et qui ont donné des valeurs de (39,31+0,01mgER/gMV) et (32,95+0,05mgER/gMV)

respectivement.

80



Des chercheurs ont montré que la macération est la meilleure méthode d’extraction des

polyphénols totaux, ainsi que les flavonoides totaux (Mahmoudi et al. 2016).

Des auteurs ont prouveé que les flavonoides constituent la classe la plus importante des
polyphénols qui a montré un trés haut potentiel d’activités biologiques comme I’activité anti-
inflammatoire, antidiabétique et antioxdante...(Evers et al. 2005, Thitilertdecha et al. 2008,
Hossain et al. 2013, Sabandar et al. 2013).

I11. Le dosage des tanins condenses

I11.1. Euphorbia résinifiera

Les résultats de 1’étude quantitative des teneurs condensés des différents extraits sont

représentés dans la figure.111.16.
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Figure.ll1.16 :  Composition en teneur des tanins condensés des extraits de la partie aérienne
d’Euphorbia résinifiera des deux méthodes d’extraction.

La teneur totale en tanins condensés a été calculée a 1’aide d’un courbe d’étalonnage
(y=0,001x+0,031 ; R?=0,997) obtenu en utilisant la catéchine comme standard. La teneur en
tanins condensés de 1’extrait méthanolique (70%) a donné le résultat le plus élevé pour la
sonication et la macération avec des valeurs de (0,735+0,05mgEC/gMV) et
(0,855+0,04mgEC/gMV) respectivement, suivie de I’extrait méthanolique qui a donné pour la
sonication et la macération, des valeurs de (0,625+0,03mgEC/gMV) et (0,39+£0,07mgEC/gMV)

respectivement.
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Par contre, I’extrait aqueux est 1’extrait le moins riche en tanins condensés que se soit pour
la macération ou la sonication et qui ont enregistré respectivement des valeurs de
(0,155+0,02mgEC/gMV) et (0,305+0,02mg EC/gMV).

Des résultats non similaires a les ndtres ou des auteurs ont marqué que 1’extraction des tanins
par I’Eau distillée a été plus élevée par rapport aux d’autres solvants organiques avec un
rendement de 0,33mgEC/g MV (Elhamiji et al. 2023).

Aussi, une étude différente différente a la notre, a rapporté que I’extrait aqueux avait
enregistré la meilleure teneur en tanins avec une valeur de (4,09+0,1mgCE/gMV) (Brahmi et
al. 2020).

Il parait dans la littérature que la présence d’Eau dans les solvants mixtes augmente la
perméabilité des tissus végétaux et favorise le phénoméne de diffusion de masse dans 1’étape
d’extraction ce qui implique la présence des métabolites secondaires comme les tanins dans la
plante (Moure et al. 2001, Trabelsi et al. 2010, Wei et al. 2022).

111.2. Retama dasycarpa
Les résultats de I’étude quantitative des tanins condensés des différents extraits sont

représentés dans la figure.111.17.
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Figure.ll1.17 : Composition en teneur des tanins condensés des extraits des feuilles et des tiges de
Retama dasycarpa de deux méthodes d’extraction.

La teneur totale en tanins condensés a été calculé¢ a I’aide d’une courbe d’étalonnage

(y=0,001x+0,031 ; R?=0,997) obtenu en utilisant la catéchine comme standard. Les résultats
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ont montré que les feuilles ont des teneurs en tanins condensés plus importants que les tiges

pour les deux méthodes d’extraction (macération et sonication).

L’extrait des tiges obtenu par sonication présente la teneur la plus faible en tanins condenses
avec une valeur de (6,15+£0,02mgEC/gMV). Par contre, les feuilles de la méme méthode
d’extraction a enregistré la teneur la plus élevée en tanins condensés avec une valeur de

(10,49+0,04mgEC/gMV).

D’autre part, la mixture de I’extrait hydroéthanolique des feuilles (Eau
(30,769%)+EtOH(69,31%)) obtenu par macération a enregistré une teneur totale des tanins
condenses égale a (8,75+0,03mgEC/gMV) et au niveau des tiges, la mixture de
MeOH(30%)+EtOH(25%)+Eau(45%) a donné une teneur totale des tanins condensés égale a
(7,82+£0,04mgEC/gMV).

Ces résultats sont similaires a des chercheurs, qui ont constaté que 1’extrait obtenu par
macération donne la teneur totale en tanins la plus élevée avec une valeur de
(1,99£0,1mgCE/gMV) (Benslama et al. 2023).

IV. Le dosage de la teneur totale des caroténoides

IV.1. Euphorbia résinifiera

Les résultats de 1’étude quantitative de la teneur totale en caroténoides des différents extraits

sont représentés dans la figure.111.18.
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Figure.ll1.18 :  Composition en teneur des caroténoides totaux des extraits de la partie aérienne
d’Euphorbia résinifiera des deux méthodes d’extraction

Les résultats ont montré que 1’extrait hydroalcoolique obtenu par sonication a enregistré la

valeur la plus élevée (0,35+0,07mg/g d’extrait), suivie de 1’extrait méthanolique avec une
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valeur de (0,25£0.04 mg/g d’extrait), suivie de 1’extrait aqueux qui a enregistré la teneur en

caroténoides la moins faible avec une valeur de (0,19+0,09 mg/g d’extrait).

Pour la macération, I’extrait le plus riche en caroténoides est I’extrait hydroalcoolique, suivie
de I’extrait méthanolique qui est a son tour suivie de 1’extrait aqueux et qui ont enregistré
respectivement les valeurs suivantes : (0,36+0,03 mg/g d’extrait), (0,22+0,06 mg/g d’extrait) et
(0,19+0,04 mg/g d’extrait).

Ces résultats ont été différents aux résultats rapportés par (Abdur Razzak et al. 2024), et cette
différence pourrait étre due a la variation des espéces ou bien le choix de solvant ou bien a la

variation des conditions climatiques qui affectent caroténése (Wang et al. 2024).

L’utilisation d’un mélange hydroalcoolique comme solvant donne des résultats satisfaisants
dans le processus d’extraction des métabolites secondaires tels que les caroténoides (Perva-

Uzunali¢ et al. 2006).

IV.2. Retama dasycarpa

Les résultats de 1’¢tude quantitative de la teneur totale en caroténoides des différents extraits
sont représentés dans la figure.111.19.
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Figure.l11.19 : Composition en teneur des caroténoides totaux des extraits des feuilles et des tiges de
Retama dasycarpa de deux méthodes d’extraction.

Les résultats ont montré que les feuilles sont plus riches en teneur totale des caroténoides

par rapport aux tiges de Retama dasycarpa pour les deux méthodes d’extraction utilisés.
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Les résultats ont montré que 1’extrait des feuilles obtenu par sonication a enregistre la valeur
la plus élevée avec une valeur de (3,51+0.06mg/g d’extrait), et la mixture de I’extrait des tiges
(Eau (22,22%)+MeOH(60%)+EtOH(27,77%)) obtenu par méme méthode d’extraction a

marqué la teneur la plus faible des caroténoides avec une valeur de (0,96+0,02mg/g d’extrait).

Pour la macération, I’extrait le plus riche en caroténoides est I’extrait des feuilles, suivie par
I’extrait des tiges et qui ont enregistrés les valeurs de (2,79+0,09mg/g d’extrait) et
(1,89+0,08mg/g d’extrait).

Des résultats identiques par des auteurs qui ont signalé que les feuilles présentent une teneur
plus élevée en caroténoides en les comparant avec les tiges de Crithmum maritimum (Senhaji
et al. 2022).

En tant qu’antioxydant, les caroténoides réagissent avec 1’oxygéne singulet, les peroxydes
et les radicaux alcoxydes en piégeant les radicaux libres (Krinsky 1989, Bischoff et al. 1999),
et il a été démontré que le manque de ces pigments liposolubles (par exemple tocophérols)
conduit a des maladies dégénératives. En plus, I’intervention dans les maladies dégénératives,

les caroténoides semblent réduire le risque de certains cancers (Fernandez-Garcia et al. 2012).

Outre que les caroténoides jouent un role important dans 1’élimination des réactifs des
especes d’oxygene pendant la photosynthése, en particulier I’oxygéne singulet (Lingwan et al.
2023).

V. Analyse statistique

Suite aux dosages des différents composés phénoliques des extraits d’Euphorbia résinifiera
est Retama dasycarpa, une analyse de la variance a été réalisée par le logiciel IBM SPSS. Ainsi,
I’analyse de la variance a montré que la différence entre les méthodes et les solvants
d’extraction d’Euphorbia résinifiera et Retama dasycarpa étudié est hautement significative
pour tous les paramétres PPT (p<0,05), PVT (p<0,05), TTC(p<0,5) et TC(p<0,05).

VI. Conclusion

Les dosages par spectrometre UV-visible ont montré que I’extrait hydroalcoolique
d’Euphorbia résinifiera est plus riche en composés phénoliques (PPT, FVT, TC et
caroténoides) que 1’extrait méthanolique qui est a son tour plus élevé que 1’extrait aqueux pour
les deux méthodes d’extraction (Macération et sonication). En ce qui concerne Retama

dasycarpa, les résultats ont montré que les extraits des feuilles sont plus riches en composés
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phenoliques que les extraits des tiges pour les deux méthodes d’extractions (sonication et

macération).

Par la suite, il serait intéressant de mesurer les pouvoirs antioxydants des extraits précédents
en utilisant plusieurs méthodes (FRAP, DPPH, CAT).

Partie 3 : L’étude des activités antioxydantes

I. Résultats de I’activité antioxydante par le test DPPH

I.1. Etude des activités antioxydantes des différents extraits d’Euphorbia résinifiera

Les résultats ont montré que tous les extraits obtenus par sonication et par macération
possedent un pouvoir antioxydant assez important (Tableau 111.6). Ce pouvoir est confirmé par
deux facteurs : par le pourcentage d’inhibition important, et par des valeurs d’IC50 faibles et
toutes ces valeurs sont comparés avec 1’acide ascorbique qui est utilisé comme un standard tres

puissant.

De la part de la sonication, I’extrait hydroalcoolique a un meilleur pouvoir d’inhibition avec
une valeur de (87,40+0,37%), suivie de I’extrait méthanolique qui enregistre une valeur de
(85,88+0,28%), tandis que I’extrait aqueux a la plus faible activité avec une valeur de
(35,15+0,12%).

D’apres les résultats, les valeurs enregistrées d’IC50 ont été trés importants en les
comparants avec 1’acide ascorbique ou I’extrait hydroalcoolique a montré une IC50 égale a
0,812+0,024mg/ml, suivie de I’extrait méthanolique avec une valeur de 1,788+0,017mg/ml.
Quant a I’acide ascorbique a montré une valeur d’IC50 et un pourcentage d’inhibition égalent

a0,1+0,011mg/ml et 97,34+0,17% respectivement.

D’autre part, les extraits obtenus par macération ont montré une activité dose-dépendante
significative ou I’extrait hydroalcoolique a un pourcentage d’inhibition le plus élevé et qui égale
(93,22+0,1%), suivie de I’extrait méthanolique avec une valeur de (88,22+2,08%). Quant a
I’extrait aqueux qui a enregistré le pourcentage d’inhibition le plus bas avec une valeur de
(53,55+3,01%).

Les valeurs d’IC50 de I’extrait hydroalcoolique, méthanolique et 1’extrait aqueux étaient de

(0,20+0,014mg/ml), (0,55+0,019mg/ml) et (0,85+0,020mg/ml) respectivement.
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Les conditions d’extraction comme le rapport solide-liquide, ont un grand effet sur le
dégagement des composés phénoliques de la matrice végétale et donc ils influencent I’activité

antioxydante de I’extrait (Li et al. 2007, Andrew and Jayaraman 2020, Zhang et al. 2020).

Tableau 111.4 : Activités antioxydantes des différents extraits d’Euphorbia résinifiera

Méthode Solvant d’extraction Test DPPH
d’extraction Pourcentage IC50 mg/ml
d’inhibition%

Sonication Méthanol-Eau 87,40+0.37 0,812+0.024
Meéthanol 85,88+0.28 1,788+0.017
Eau 35,15+0.12

Macération Méthanol-Eau 97,22+0.1 0,20+0.014
Méthanol 88,13+2.08 0,55+0.019
Eau 53,55+3.01 0,85+0.02

I.2. Etude des activités antioxydantes des différents extraits du Retama dasycarpa

Les résultats ont montré que les extraits des tiges et des feuilles obtenus par macération et
par sonication possédent un pouvoir antioxydant trés important. Ce pouvoir est confirmé
comme déja noté par deux facteurs : par les IC50 faibles et par le pourcentage d’inhibition trés
important en comparant ces valeurs avec 1’acide ascorbique qui est utilis¢ comme un standard
commercialisé tres puissant et qui a marqué un pourcentage d’inhibition égale a (97,3+0,17%)
et une IC50 égale a (0,39+0,013mg/ml).

D’apreés les résultats, nous avons remarqué que quel que soit la méthode d’extraction, les

feuilles de Retama dasycarpa ont donné des résultats trés importants par rapport aux tiges.

De la part de la sonication, I’extrait des feuilles de Retama dasycarpa a un meilleur pouvoir
d’inhibition avec une valeur de (91,34+0,27%), par rapport aux tiges qui ont enregistré une
valeur de (79,41+0,16%) et cette valeur reste aussi trés importante en les comparants avec

d’autres plantes aromatiques et médicinales (Elwardani et al. 2024).

Outre que I’IC50 ont été aussi tres significatifs en les comparant avec 1’acide ascorbique ou
I’IC50 des tiges a donné une valeur de (0,73+0,021mg/ml) et les feuilles ont donné une 1C50

plus meilleure avec une valeur de (0,50+0,022mg/ml).

87



D’autre part, ’extrait des tiges obtenu par macération présente le pourcentage d’inhibition
le plus faible avec une valeur de (85,33£0,29%), tandis que 1’extrait des feuilles de Retama
dasycarpa obtenu par la méme méthode d’extraction a enregistré un pourcentage d’inhibition
égale a (89,02+0,12%) (Tableau I11.7).

Les valeurs d’IC50 de I’extrait des tiges et des feuilles étaient de (0,60+£0,014mg/ml) et
(0,55+0,017mg/ml) respectivement.

Tableau I11.5 : Activité antioxydante par DPPH des extraits de Retama dasycarpa

Méthode Partie de la plante Test de DPPH
d’extraction Pourcentage IC50(mg/ml)
d’inhibition%
Sonication Tiges 79,41+0,17 0,730,021
Feuilles 91,34+0,27 0,50+0,022
Macération Tiges 85,33+0,29 0,60+0,014
Feuilles 89,02+0,12 0,55+0,017

Des chercheurs ont observé que les méthodes d’extraction des espéces végétales sur
I’activité antioxydante sont divergentes. Cette divergence pourrait étre due par le fait que
I’activité antioxydante d’un extrait dépend essentiellement de la nature des composés qu’il
contient et aussi de leur vulnérabilité au traitement qu’ils subissent lors d’un procédé

d’extraction (Kalia et al. 2017).

1.3.  Analyse statistique

Suite a I’étude de D’activité antioxydante par DPPH des différents extraits de la partie
aérienne d’Euphorbia résinifiera et des deux parties de Retama dasycarpa, une analyse de la
variance a été realisée. Cette analyse effectuée sur les extraits obtenus par maceration et les
extraits obtenus par sonication a montré que la différence est hautement significative pour les
parametres étudiés : IC50 (p<0,05) et PI (p<0,05).
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Il. Résultats de I’activité antioxydante par le test FRAP

I1.1. Etude des activités antioxydantes des différents extraits d’Euphorbia résinifiera

L’évaluation du pouvoir réducteur des extraits obtenus par sonication, a montré que 1’extrait
hydroalcoolique posséde la plus haute activité antioxydante tandis que 1’extrait aqueux a
marqué ’activité antioxydante la plus faible des résultats présentés dans la figure suivante ont
révélé qu’au méme concentration de Smg/ml, le pouvoir réducteur de I’extrait aqueux, 1’extrait
méthanolique et I’extrait hydroalcoolique a donné la valeur de (92,52+8,8%), (94,30+6,20) et
(95,46£5,7% ) respectivement (Figure.l11.21).

D’autre part, les extraits obtenus par macération ont enregistré que le plus haut pouvoir
antioxydant de la réduction de fer est ’extrait hydroalcoolique qui égale a (96,43+1,91%),
suivie du méthanol (94,72+1,83%) et le plus faible pouvoir réducteur a été observé par I’extrait

aqueux avec une valeur de (94,22+1,82%) (Figure.111.20).

L’acide ascorbique a été utilisé comme standard de référence et qui a montré a Img/ml, un
pouvoir antioxydant de la réduction du fer égale a (96,52+1,2%) et (98,42+2,3%) a la
concentration de 5mg/ml. Ce qui prouve que les extraits bruts de la partie aérienne d’Euphorbia
résinifiera ont une forte puissance antioxydante en les comparants avec 1’acide ascorbique qui

est le standard commercial.
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Figure.l11.20 : Potentiel de pouvoir réducteur ferrique des extraits d’Euphorbia résinifiera obtenus
par macération en les comparants avec 1’acide ascorbique.
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Figure.ll.21 : Potentiel du pouvoir réducteur ferrique des extraits d’Euphorbia résinifiera obtenus
par sonication en les comparant avec 1’acide ascorbique.
Des résultats similaires a notre étude qui a été montré que le solvant hydrométhanolique a
été caractérisé par une activité antioxydante tres élevée par rapport aux autres solvants testés
(Rakotoniaina et al. 2018).

11.2. Etude des activités antioxydantes des différents extraits de Retama dasycarpa
L’acide ascorbique a été utilisé comme un standard commercial de référence et qui a montré
a 5mg/ml et 2,5mg/ml, un pouvoir réducteur égalent a (98,42+2,3%) et (97,20+2,5%)

respectivement.

Les extraits étudiés dans notre thése, n’ont pas un pouvoir réducteur trés loin de I’acide
ascorbique, ce qui prouve que les extraits des deux parties de Retama dasycarpa ont une forte

puissance antioxydante.

L’évaluation du pouvoir réducteur des extraits obtenus par macération et par sonication, a
montré que 1’extrait des feuilles posseéde une plus haute activité antioxydante par rapport a

I’extrait des tiges de Retama dasycarpa.

A la méme concentration de Smg/ml, I’extrait des feuilles obtenu par macération a donné un
pouvoir reducteur egal a (85,63%£2,1%). Par contre, I’extrait des tiges a marqué un pouvoir

réducteur moins important que les feuilles avec une valeur de (80,21+1,9%) (Figure.l11.22).

D’autre part, la sonication a enregistré la meilleure activité antioxydante pour les feuilles

avec une valeur de (90,34+0,9%). Tandis que, les tiges de Retama dasycarpa ont marqué le
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pouvoir réducteur le moins faible a la concentration de 5mg/ml et il a donne (78,21+1,3%)
(Figure.111.23).
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Figure.ll1.22 :  Potentiel du pouvoir réducteur ferrique des extraits de Retama dasycarpa obtenu par
macération en les comparants avec I’acide ascorbique.
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Figure.ll1.23 : Potentiel du pouvoir réducteur ferrique des extraits de Retama dasycarpa obtenu par
sonication en les comparants avec I’acide ascorbique.

Des auteurs ont prouvé dans des recherches précédentes que I’activité antioxydante de la
macération n’était pas la bonne méthode d’extraction par rapport aux autres méthodes

d’extraction (Bansod et al. 2023).

11.3. Analyses statistiques

L’analyse de la variance réalisée suite a I’étude de 1’activité antioxydante par FRAP des
extraits d’Euphorbia résinifiera et de Retama dasycarpa des deux méthodes d’extraction étudié

a montré que la différence est hautement significative pour le paramétre étudié : PR (p<0,05).
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I11. Résultats de I’activité antioxydante par le test CAT

I11.1. Etude d’activité antioxydante des différents extraits d’Euphorbia résinifiera

La courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique (y=1,243x+0,424, R?=0,995) était utilisé pour
générer des valeurs pour la capacité antioxydante totale des extraits d’Euphorbia résinifiera.
L’extrait hydroalcoolique obtenu par sonication a montré la puissance antioxydante totale la
plus élevée avec une valeur de 19,13+0,5mgAA/g MV. Cette valeur est supérieure de I’extrait
méthanolique qui a donné une activité antioxydante totale de 8,89+0,6mg AA/g MV. Par contre,
I’extrait aqueux a donné la plus faible activité antioxydante totale avec une valeur de
(5,46£0,5mg AA/g MV).

D’autre part, la Figure.lll.24 montre que la capacité antioxydante totale de 1’extrait
hydroalcoolique et I’extrait méthanolique obtenus par macération ont donné des résultats
importants égalent a (38,21+0,2mg AA/g MV) et (19,34+0,4mgAA/gMV) respectivement.
L’extrait aqueux a présenté 1’activité antioxydante totale la plus modeste en utilisant la

macération comme méthode d’extraction avec une valeur de (11,60+0,5mg AA/g MV).
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Figure.lll.24 : Capacité antioxydante totale des extraits d’Euphorbia résinifiera en utilisant deux
méthodes d’extraction.

111.2. Etude d’activité antioxydante des différents extraits de Retama dasycarpa

La capacité antioxydante totale des deux parties de Retama dasycarpa a été déterminé a
I’aide de la courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique (y=1,243x+0,424, R?=0,995).
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Les résultats ont montré que les extraits des feuilles de notre plante ont plus de capacité
antioxydante totale que les extraits des tiges en utilisant soit la macération soit la sonication

comme méthode d’extraction.

L’extrait des feuilles obtenu par sonication a montré la puissance antioxydante totale la plus
élevée avec une valeur de (40,21+0,4mgEAA/gMV). Cette valeur est supérieure de I’extrait des
tiges par la méme méthode d’extraction qui a donné une activité antioxydante totale égale a
(19,16£0,6mgEAA/gMV) et elle est la valeur la moins faible.

En ce qui concerne la macération, la figure.ll11.25 ci-dessous montre que la capacité
antioxydante totale de 1’extrait des feuilles égale a (37,59+0,2mgEAA/gMYV). Par contre, les
tiges ont présenté une capacité antioxydante totale égale a (35,04+0,5mgEAA/gMYV).

Donc, nous pouvons remarquer clairement que le solvant hydrométhanolique (75%) obtenu
par sonication a marqué la capacité antioxydante totale la plus élevé et qui correspond aux

feuilles de Retama dasycarpa (Figure.l11.25).
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Figure.ll1.25 : Capacité antioxydante totale des extraits de Retama dasycarpa en utilisant deux
méthodes d’extraction.
Pour le test DPPH et CAT, il s’agit de la neutralisation soit par réduction directe via le
transfert d’e- ou bien par balayage radicalaire via un transfert d’un atome d’hydrogéne. Tandis
le test FRAP s’agit de la réduction du fer (III) donc basé¢ exclusivement sur le transfert d’e”

(Soares et al. 2013).

L’utilisation de plusieurs méthodes de I’activité antioxydante est utile afin de mieux évaluer

le potentiel antioxydant des extraits (Ksouri et al. 2009).
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I11.3. Analyses statistiques

L’analyse de la variance réalisée suite a 1’étude de ’activité antioxydante par CAT des
différents extraits d’Euphorbia résinifiera et de Retama dasycarpa des deux méthodes
d’extraction étudiés a montré que la différence entre les solvants d’extraction obtenus par la
macération et par la sonication est hautement significative pour le paramétre étudié
CAT(p<0,05).

IV. Corrélation entre les composés phénoliques et I’activité antioxydante

Dans cette partie du travail, nous avons mis en évidence la relation entre I’activité
antioxydante et la teneur totale en composés phénoliques des extraits étudiés. Le coefficient de
corrélation Bravez-Pearson est utilisé pour mesurer le lien entre deux caractéristiques
quantitatives. Ce coefficient varie entre -1 et +1. Par conséquent, la relation linéaire est plus
forte lorsque la valeur du coefficient est proche de +1 ou -1, et plus faible lorsque la valeur du

coefficient est plus proche de 0.

IV.1. Corrélation entre les composés phénoliques et ’activité antioxydante des extraits
d’Euphorbia résinifiera

Les corrélations entre les paramétres phytochimiques sont présentées dans tableau suivant.

Presque toutes les corrélations sont hautement significative (r>0,800, p<0,05).

En effet, d’apres les résultats rassemblés dans le tableau, il existe une corrélation positive
entre les composés bioactifs (TPC, TFC, tanins et caroténoides) et les activités antioxydantes
par FRAP et CAT, et qui égalent pour ’activité antioxydante par FRAP, les coefficients de
0,647, 0,672, 0,820 et 0,967 respectivement pour les TPC, TFC, tanins et caroténoides
(Tableau I11.6). Aussi bien pour I’activité antioxydante par CAT a marqué des coefficients de
corrélation égalent a 0,830, 0,848, 0,945 et 1 respectivement pour les TPC, TFC, tanins et
caroténoides.
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Tableau 111.6 : Corrélation entre les composés phénoliques et I’activité antioxydante des extraits
d’Euphorbia résinifiera

TPC TFC Tanins  Caroténoides DPPH CAT FRAP
(1C50)
TPC 1 0,999™" 0,966 0,819™" -0,931 0,830 0,647"
TFC 1 0,974™" 0,838™" -0,918™ 0,848™" 0,672"
Tanins 1 0,938™" -0,807"" 0,945™" 0,820™"
Caroténoides 1 -0,554" 1 0,967

Note : ***La corrélation est hautement significative au niveau 0,001, **la corrélation est tres significative au

niveau 0,01, *la corrélation est significative au niveau 0,05.

Ce qui impligue que les plantes les plus riches en composés phénoliques donnent I’activité
antioxydante la plus élevé. Ces résultats sont conformes a ceux publiés dans la littérature par
plusieurs auteurs qui montrent que le pouvoir de 1’activité antioxydante des extraits dépend de
sa teneur en composés phénoliques (Katsube et al. 2006, Jaitak et al. 2010, Stagos et al. 2012,
Amri et al. 2017, EI-Guezzane et al. 2021).

Notre étude a montré une forte corrélation positive entre les deux et les trois solvants
d’extraction utilisés pour évaluer 1’activité antioxydante. Cela indique vraisemblablement que
les molécules bioactives présentes dans un extrait assurent les capacités de piégeur des radicaux
libres et sont eux-mémes un pouvoir réducteur de fer. Certains auteurs rapportent que la
capacité antioxydante des substances naturelles peut réciproquement liée a sa capacité de
réduction (Duh and Yen 1997, Yen et al. 2005).

D’autre part, les résultats présentés dans le tableau I111.6 précédant montrent que les
composés bioactifs (TPC, TFC, tanins et caroténoides) et I’activité antioxydante par DPPH ont
signalé une forte corrélation négative (r>-0,800 et p=0,001) avec un coefficient de corrélation
Bravez-Pearson égale a -0,931, -0,918, -0,807 et -0,554 respectivement pour les TPC, TFC,

Tanins et caroténoides.

IV.2. Corrélation entre les composés phénoliques et I’activité antioxydante de Retama
dasycarpa

1IV.2.a. Feuilles

Les résultats obtenus par les trois tests de I’activité antioxydante (DPPH, FRAP et CAT)

montrent qu’il existe de bonnes corrélations entre les teneurs des différents composés
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phenoliques des extraits des feuilles de Retama dasycarpa et les activités antioxydants. Le test
FRAP montre des corrélations positives entre [’activité antioxydante et les teneurs en
polyphénols (r=0,962), en flavonoides (r=0,941), en tanins (r=0,806) et en caroténoides
(r=0.844).

De méme, ces resultats sont confirmés par le test CAT qui est a son tour, a donné une
corrélation positive entre 1’activité antioxydante et les teneurs en polyphénols (0.939), en

flavonoides (r=1,000), en tanins (r=0,559) et en caroténoides (r=0,614) (Tableau I11.7).

Par contre, le test DPPH a donné une forte corrélation négative entre I’activité antioxydante
et les teneurs en polyphénols (r=-0,919), en flavonoides (r=-0,975), en tanins (r=-0,545) mais

pas de correélation en caroténoides (r=-0,597).

Tableau I11.7 : corrélation entre 1’activité antioxydante et les teneurs phénoliques des extraits des
feuilles de Retama dasycarpa

Variables TPC TFC TTC TC DPPH FRAP CAT
TPC 1 0,938 0,719 0,761 -0,919™ 0,962 0,939
TFC 0,938™ 1 0,559 0,614 -0,975™ 0,941 1,000™"
TTC 0,719 0,559 1 0,998 -0,545 0,806 0,559
TC 0,761 0,614 0,998 1 -0,597 0,844™ 0,614
DPPH -0,919™ -0,975™ -0,545 -0,597 1 -0,917" -0,973"
FRAP 0,962 0,941 0,806 0,844™ -0,917** 1 0,941
CAT 0,939 1,000 0,559 0,614 -0,973" 0,941 1

Note : ***La corrélation est hautement significative au niveau 0,001, **la corrélation est trés significative au
niveau 0,01, *la corrélation est significative au niveau 0,05

Des études non identiques ont prouvé qu’il y a une corrélation significative entre 1’activité

antioxydante et la teneur en caroténoides (Li et al. 2013, Pua et al. 2021).

Des études ont prouvé que les composés phénoliques constituent le groupe principal qui

contribue a I’activité antioxydante des végétaux, fruits, céréales, et d’autres matériels a base de

plante (Tachakittirungrod et al. 2007).

IV.2.b. Tiges

D’aprés le tableaulll.8 ci-dessus, les résultats montrent qu’il existe une bonne corrélation
entre les composés phénoliques étudiés des tiges de Retama dasycarpa (TPC, TFC et TC) et

’activité antioxydante en utilisant les trois méthodes (DPPH, FRAP et CAT).

Le test DPPH montre une forte corrélation négative avec presque tous les composes

phénoliques étudiés avec des coefficients quasiment identiques qui égalent a (r=-0,976), (r=-

96



0,981) et (r=-0,997) pour TPC, TFC et TC respectivement. Par contre, il n’existe pas une forte

corrélation avec les tanins qui égale a (r=-0,858, p-value=0,142).

Pour le test FRAP, les résultats ont montré que cette méthode de ’activité antioxydante
possede une forte corrélation positive avec les polyphénols avec un coefficient de r=0.943, avec
les flavonoides en notant un coefficient de r=0,905. Aussi que les caroténoides sont fortement
corrélés positivement avec un coefficient égale a r=0,908. Par contre, les tanins ne sont pas trop
corrélés avec I’activité antioxydante en précisant un coefficient égale a r=0,709 et p-value=
0,291.

En ce qui concerne le test CAT, les résultats ont marqué qu’aussi cette méthode d’activité
antioxydante a donné une forte corrélation positive avec presque tous les composés phénoliques
TPC, TFC et TC avec des coefficients de (r=0,994), (r=0,996) et (r=0,999) respectivement.
Tandis que TTC a une corrélation modeste avec un coefficient de r=0,892 et p-value=0,108
(Tableau 111.8).

En conclusion, les composés phénoliques étudiés des tiges de Retama dasycarpa ont
présenté presque tous une forte corrélation que se soit positive ou négative avec les trois
méthodes de I’activité antioxydante (FRAP, DPPH et CAT). Tandis que TTC a donné une
corrélation modeste avec FRAP, DPPH et CAT aussi.

Tableau 111.8 : corrélation entre 1’activité antioxydante et les teneurs phénoliques des extraits de tiges
de Retama dasycarpa.

Variables TPC TFC TTC TC DPPH FRAP CAT
TPC 1 0,995™ 0,888 0,990™ -0,976™ 0,943 0,994™
TFC 0,995 1 0,923 0,992 -0,981" 0,905 0,996™"
TTC 0,888 0,923 1 0,878 -0,858 0,709 0,892

TC 0,990 0,992 0,878 1 -0,997" 0,908 0,999
DPPH -0,976™  -0,981"" -0,858 -0,997" 1 -0,886 0,993
FRAP 0,943 0,905 0,709 0,908 -0,886 1 0,911

CAT 0,994 0,996™" 0,892 0,999 -0,993" 0,911 1

Note : ***La corrélation est hautement significative au niveau 0,001, **la corrélation est tres significative au
niveau 0,01, *la corrélation est significative au niveau 0,05

Ces résultats sont en accord avec plusieurs études qui ont annoncé que le potentiel d’activité
antioxydant d’un extrait dépend de sa teneurs en métabolites secondaires spécialement les
composés phénoliques (Katsube et al. 2006, Jaitak et al. 2010, Stagos et al. 2012, Amri et al.
2017).

97



Des identiques résultats dans la littérature qui montre que ¢a existe une corrélation positive

entre I’activité antioxydante et la teneur en polyphénols, juste pour le FRAP et non plus pour

DPPH (Ibrahim et al. 2023).

V. Conclusion

L’étude des activités antioxydantes des deux espéces étudiées ont montré que pour
I’Euphorbia résinifiera, les activités antioxydantes des différents extraits de la partie aérienne
étaient bien correlés positivement avec tous les teneurs phénoliques (TPC, TFC, TC et TTC),
sauf que pour I’activité antioxydante par FRAP a donné une moyenne corrélation avec les
teneurs en TPC et TFC avec des valeurs égalent a 0.6. Par contre, ’activité antioxydante par
DPPH a donné une bonne corrélation négative avec tous les teneurs phénoliques (TPC, TFC,
TCetTTC).

En ce qui concerne Retama dasycarpa, il est apparu que 1’activité antioxydante des différents
extraits des feuilles et des tiges ont une bonne corrélation positive avec tous les teneurs
phénoliques (TPC, TFC, TC et TTC). Par la suite, il serait intéressant de connaitre les effets de

ces extraits sur d’autres activités biologiques.

Partie 4 : Etude des activités biologiques

V1. Etude de I’activité antibactérienne

VI.1. Etude de ’activité antibactérienne d’Euphorbia résinifiera

Au vu des résultats, et lors du screening de I’activité antibactérienne, les extraits ont montré
des propriétés antibactériennes avec des différents degrés d’inhibition comme le montre la
figure.l11.26.
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Figure.ll.26 : Présentation par carte thermique de I’activité antibactérienne des extraits d’Euphorbia
résinifiera contre six bactéries pathogenes. Les couleurs indiquent ’efficacité d’inhibition ou plus

la couleur sombre, plus I’extrait inhibe la croissance de bactérie.
L’extrait de la macération avec de I’eau ou de méthanol, a montré une inhibition modérée.
En revanche, 1’extrait hydro-méthanolique a produit la zone maximale d’inhibition parmi tous
les extraits testés contre les bactéries Gram-positive et Gram-négative avec une valeur de

(29.3+0.3mm) contre la bactérie d’Alcaligenes faecalis (Tableau).

Il a été rapporté que les extraits obtenus par macération présentent une activité bactéricide
élevé contre divers agents pathogenes bactériens, notamment S.aureus, E.coli et P.

chloritidismutans, qui ont également été utilisé dans cette étude (Wang et al. 2021).

De plus, les souches utilisées dans cette étude étaient moins sensibles a I’extrait aqueux
obtenu par macération avec une valeur de (2,1+0,3mm) et (6,7+0,3mm) pour inhiber la

croissance de Staphylococcus aureus et Klabsiella pneumonia respectivement.

En effet, plusieurs études ont prouvé que les extraits d’eau de plantes présentaient moins
d’effets antibactériens (Silva et al. 2018). Il est suggéré que les composés faiblement polaires
présents dans les extraits actifs de plantes pourraient étre responsables de cette activité
antibactérienne (Hanafy et al. 2021). En revanche, les extraits produits par sonication
présentaient des niveaux moins élevés, sauf pour les extraits méthanoiques qui ont marqué des
valeurs élevées pour inhiber la croissance de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
chloritidismutans et E.coli qui égalent a (29,7+0,4mm), (23,5+0,3mm) et (27,4+0,3mm)
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respectivement, ce qui pourrait donc étre exploités a des fins médicinales comme agent

antibactérien naturel a large spectre (Tableau I11.9).

Des études ont rapporté que les extraits méthanoliques de différentes espéces végétales
présentent une forte activité antibactérienne contre un large éventail de bactéries parce qu’elles

possedent la plus haute activité antioxydante (Li et al. 2007).

Des chercheurs ont signalé que 1’extrait aqueux obtenu par une plante aromatique et
médicinale, a révélé une activité antibactérienne sur la souche d’E. Coli avec une valeur de

diamétre de zone d’inhibition égale a 12mm (Bouaziz et al. 2009).

De plus, il a été indiqué dans des études antérieures que les extraits assistés par sonication
présentaient les meilleurs propriétés antibactériennes (Safarpoor et al. 2018, Pobiega et al.
2019). Des auteurs ont étudié 8 especes d’Euphorbia et ils ont rapporté que les extraits testés
ont inhibé la croissance de plusieurs agents pathogenes des micro-organismes dans des
proportions différentes. Ces auteurs ont suggéré que les extraits d’Euphorbia peuvent posséder
des composés antibactériens et des propriétés antifongiques qui peuvent étre utilisés comme
agents antibactériens dans le développement de nouveaux médicaments pour traiter les
maladies infectieuses (Asuk et al. 2015). Quant a I’espece d’Euphorbia résinifiera ou quelques
¢tudes ont porté sur ’effet antibactérien des extraits de plantes, a savoir des chercheurs ont
étudié Deffet des extraits de la partie aérienne et ils ont trouvé des effets significatifs pour
inhiber la croissance de microorganisme pathogenes avec des puissances variables, ce qui

correspond aux résultats obtenus dans notre étude (Benmehdi et al. 2017).

Des auteurs ont signalé que 1’activité antibactérienne peut étre attribuée a leurs composants
en particulier, aux flavonoides et aux polyphénols. Ces métabolismes sont considérés comme
de tres bons agents antibactériens (Harborne and Williams 2000, Kakouri et al. 2017, Margaoan
et al. 2021, Zhou et al. 2022).
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Tableau 111.9 : Activité antibactérienne des différents extraits d’Euphorbia résinifiera par la méthode
de diffusion de disque.

Diamétres de la zone d’inhibition (mm)

. Macération Sonication
Mlgroorga Eau: Hydrométh  Méthanol: Eau: Hydrométha  Méthanol:
nISMes Extrait 1 anole: Extrait 3 Extrait4  nole: Extrait Extrait 6
Extrait 2 5
Staphylococcus 21 +0,3 153+00 6,7+04 7,6+0,2 58+0,1 29,7104
aureus
Pseudomonas 34+04 164+03 53+01 74+0,3 9,3+0,1 235+0,3
chloritidismutans
Micrococcus 45+04 172+01 6,201 89+04 8,7+0,1 6,1+0,3
resistens
Klabsiella 6,7+03 189+0,2 26+00 31+x04 6,9+0,2 59+04
pneumonia
Escherichia 32+02 231+01 3704 24+0,3 74+0,2 274+0,3
coli
Alcaligenes 41+0,2 293+03 49+01 7600 9,3+0,2 6,7+0,4
faecalis

V1.2. Etude de I’activité antibactérienne de Retama dasycarpa

Au vu des résultats du tableau, il est clair que Staphylococcus aureus a montré les zones de
diameétres les plus élevées pour tous les extraits et les bactéries testés et ils ont été les valeurs
de (25,6+0,6mm), (29,1+0,5mm), (30,4+0,1mm) et (31,2£0,5mm) pour les extraits de
sonication tiges, macération tiges, macération feuilles et sonication feuilles, respectivement.
Cela est due que la souche Staphylococcus aureus est plus sensible aux composés phénoliques
(Acquaviva et al. 2022) (Tableau 111.10).

D’aprés les résultats obtenus, nous constatons que les feuilles de Retama dasycarpa ont
révélé des diametres de zones d’inhibition par rapport a celles des tiges, donc les feuilles ont

une activité antibactérienne plus puissante que les tiges.

Les résultats ont montré aussi que les bactéries a gram négatif apparaissent plus résistantes
comparées a celles a gram positif, cela pourrait étre di principalement a la différence de
structure de leur paroi externe, ainsi que la membrane des bactéries a gram négatif est plus riche
en lipo-polysaccharides et en protéines par rapport de celles a gram positif ce qui rend ces
bactéries plus hydrophiles et empéche les terpenes d’adhérer a ses structures [Marzouk et al,
2006]. Plus que, les bactériens a gram négatif révelent une forte résistance car elle est en relation
avec la nature de leurs membranes externes (imperméables a la plupart des agents biocides)
[Bouzid et al, 2011 ; Faucher et avril, 2002].
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Les résultats montrent aussi que la souche d’Alcaligenes feacalis a donné une activité
inhibitrice moins intéressante pour tous les extraits étudiés et elle a donné des valeurs de
(9,5£0,5mm), (9,6£0,8mm), (9,9+0,1mm) et (10,1+0,2mm) pour les extraits de sonication des
tiges, macération des tiges, macération des feuilles et sonication des feuilles respectivement ,

vis-a-Vis aux autres souches testées et qui ont donné une activité inhibitrice tres importante.

Cependant, ces extraits exercent une activité antibactérienne dans la mesure ou ils ne sont

pas des produits purs mais des extraits bruts (Fabry et al. 1998, Maregesi et al. 2008).

Tableau I11.10 :  Activité antibactérienne des différents extraits de Retama dasycarpa par la
méthode de diffusion de disque.

Microorganismes Diamétres de la zone d’inhibition (mm)

Méthode d’extraction Macération Sonication
Parties de Retama Tiges Feuilles Tiges Feuilles

dasycarpa
Staphylococcus aureus  29,1+0,5 30,4+0,1 25,6+0,6 31,2+0,5
Pseudomonas 22,5+0,4 23,2+0,2 20,6+0,7 24,3+0,9
chloritidismutans

Micrococcus resistens 21,9+0,3 22,2+0,3 20,6+0,7 22,5+0,4
Klabsiella pneumonia 10,4+0,1 19,3+0,7 10,2+0,1 25,6+0,6
Escherichia colie 9,7+0,1 20,2+0,5 17,3+0,8 10,9+0,8
Alcaligenes faecalis 9,6+0,8 9,9+0,1 9,5+0,5 10,1+0,2

VII.Etude de Pactivité anti-inflammatoire

VIL.1. Etude de Dactivité anti-inflammatoire d’Euphorbia résinifiera

Afin d’évaluer I’effet anti-inflammatoire in-vitro des extraits de la partie aérienne
d’Euphorbia résinifiera, nous avons opté pour la méthode de dénaturation des protéines
(Chandra et al. 2012). Cette dénaturation des protéines est le processus par lequel une protéine
son activité. La structure tertiaire est sa structure secondaire sont formees par application des
contraintes ou de composés externes, par exemple, des acides ou des bases fortes, des sels
inorganiques concentrés, des solvants organiques ou chauds. La plupart des protéines

biologiques perdent leur fonction biologique lorsqu’elles sont détruites ou dénaturées.
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La dénaturation des protéines est une cause d’inflammation bien documentée (EI Omari et
al. 2021).

On note que le pourcentage d’inhibition de la dénaturation de la BSA(0.2%) est
proportionnel & la concentration de différents extraits de plantes, ou le pourcentage le plus élevé
a été enregistré dans ’extrait hydroalcoolique obtenu par macération a la concentration de
8mg/ml avec une valeur de (70,35+£0.3%). Alors que I’extrait aqueux a une concentration de
0,125mg/ml présente une activité anti-inflammatoir modeste avec une valeur de (24,21+0,4%).
Soit la macération ou la sonication, le solvant hydroalcoolique a eu les résultats de I’activité
anti-inflammatoire les plus élevé, suivie du Méthanol qui est a son tour suivie de I’Eau distillée
en les comparant avec le diclofénac qui est un médicament anti-inflammatoire utilisé comme
référence et qui a donné une valeur de (93,31+0,1%) a la concentration de 8mg/ml, comme la
montre la figure.111.27.
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Figure.ll1.27 :  Activité anti-inflammatoire des extraits d’Euphorbia résinifiera par la méthode de
dénaturation des protéines.

Aussi, d’autres études ont confirmé que les polyphénols ont un potentiel inhibiteur trés

puissant dans le cas de 1’activité anti-inflammatoire (Lodhi et al. 2020).

Les valeurs IC50 des extraits hydroalcoolique et aqueux par macération étaient de
2,15+0,018mg/ml et 4,76+0,087mg/ml respectivement. En revanche, le dichlofénac a montré

une valeur IC50 qui égale a 0,15+£0,059mg/ml et cela est montré dans la figure.l111.28.
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Figure.ll1.28 :  IC50 des différents extraits d’Euphorbia résinifiera
VI1.2. Etude de I’activité anti-inflammatoire de Retama dasycarpa

VIl.2.a. Feuilles

Les feuilles de Retama dasycarpa a pu atteindre le pourcentage d’inhibition égale a
(76,32+£0,3%) a la concentration de 8mg/ml, en utilisant la sonication comme méthode

d’extraction et 75%( EtOH) +25%( Eau) comme solvant organique.

A la concentration de 4mg/ml, le pourcentage d’inhibition était important qui égale a
(67,36+0,2%), suivie de (63,58+0,1%), (60,74+0,3%) et (40,85+0,6%) pour les concentrations

de 2mg/ml, 1mg/ml et 0.125mg/ml respectivement.

Méme a la macération, les feuilles ont des résultats aussi importants pour les concentrations
de 8mg/ml, 4mg/ml, 2mg/ml et Img/ml qui ont marqué des pourcentages d’inhibition égalent
a (67,16+0,2%), (66,32+0,3%), (59,51+0,1%) et (56,21+0,5%) respectivement.

Ces résultats sont comparés avec le dichlofénac qui est un standard commercialisé utilisé
pour évaluer I’activité anti-inflammatoire et qui a donné des valeurs de (93,91+0,2%),
(89,53+0,1%), (71,95+0,3%), (66,26+0,2%) et (60,87+0,6%) pour les concentrations de
8mg/ml, 4mg/ml, 2mg/ml, 1mg/ml et 0.5mg/ml respectivement comme le montre la
figure.111.29.

En ce qui concerne I’IC50 proche de dichlofénac (0,14+0,015mg/ml) était I’extrait des
feuilles obtenu par sonication et qui a donné une valeur de (0,4+0,017mg/ml), suivie de I’extrait
obtenu par macération qui a marqué une IC50 égale a (0,62+0,019mg/ml) comme le montre le

tableau I11.11.
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Figure.lll.29 :  Pourcentages d’inhibition de 1’activité anti-inflammatoire des différents extraits de
Retama dasycarpa

VI1.2.b. Tiges

La figure.111.29 montre que 1’extrait des tiges obtenu par macération a marqué des résultats
plus importants que 1’extrait des tiges obtenu par sonication. Ce dernier a enregistré un
pourcentage d’inhibition égale a (59,384+0,1%) a la concentration de 8mg/ml, suivie de
(56,72+0,2%) a la concentration de 4mg/ml, suivie de (44,01+0,1%) a la concentration de
2mg/ml, suivie de (31,61+0,3%) a la concentration de 0,125mg/ml qui reste un pourcentage
faible par rapport au dichlofénac(50mg), un médicament anti-inflammatoire utilisé comme
standard, qui exergait un pourcentage d’inhibition de (93,91+0,1%) a la concentration de

8mg/ml.

Quant a I’extrait des tiges de Retama dasycarpa obtenu par macération qui a donné un
pourcentage d’inhibition élevé égale a (62,92+0,3%) en utilisant 30%(MeOH) + 25%( EtOH)
+45%( Eau) comme solvant d’extraction. A la concentration de 4mg/ml, 2mg/ml, 1mg/ml,
I’activité anti-inflammatoire a marqué un pourcentage d’inhibition égale a (58,49+0,1%),
(49,23+0,3%) et (48,03+0,1%) respectivement.

Outre que le tableau I111.11 montre que I’extrait le plus loin de standard par rapport au valeur
d’IC50, était ’extrait des tiges obtenu par sonication avec une valeur de (2,73+0,023mg/ml),
pareille & la macération qui a enregistré une valeur de (2,23+0,023mg/ml), qui n’est pas loin de
la sonication.
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Tableau I11.11 :  1C50 des différents extraits de Retama dasycarpa

IC50 (mg/ml)
Méthodes Macération Sonication standard
Feuilles Tiges Feuilles Tiges dichlofénac
BSA 0,62+0,019 2,23+0,036 | 0,4+0,017 2,73+0,023 0,150,015

Les résultats généralement ont montré que les extraits des feuilles de Retama dasycarpa ont
donné des résultats supérieurs que les tiges, plus que le pourcentage d’inhibition de la
dénaturation de 1’albumine a été proportionnelle a la concentration pour les deux parties de la

plante (Feuilles et tiges) et aussi pour les méthodes d’extraction (sonication et macération).

Des études similaires ont montré que la famille des fabacées a un effet inhibiteur qui a été
dose-dépendante en ce qui concerne 1’activité anti-inflammatoire et ce qui est identique a notre

recherche (Nyagumbo et al. 2022).

D’autres études ont annoncé que les tiges d’une autre plante aromatique et médicinale
possede un effet anti-inflammatoire puissant avec un pourcentage d’inhibition peut augmenter

jusqu’a 65.91% ce qui est pareil a notre plante (Baumgartel and Lautenschlager 2023).

Cet effet bénéfique pourrait étre dd a la présence de polyphénols dans les extraits des deux
parties (Feuilles et tiges) de Retama dasycarpa et surtout les feuilles comme il a été démontré
dans divers études in-vivo et in-vitro, selon lesquelles ont signalé que les polyphénols diminuent
les marqueurs de I’inflammation (Castro-Puyana and Herrero 2013) et agissent sur de
nombreuses cibles moléculaires au centre des voies de signalisation de I’inflammation

(Koelewijn et al. 2010).

La méthode utilisée pour évaluer ’activité anti-inflammatoire est la dénaturation des
protéines qui sert a provoquer I’induction de la réaction inflammatoire par la production des
auto-antigénes (Muszynska et al. 2018). Le mécanisme de cette dénaturation consiste en
alternance des liaisons disulfure qui maintiennent la structure tridimensionnelle des protéines

hydrophobes, hydrogénes et électrostatiques (Mizushima 1968, Barros et al. 2008).
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VIIIl. Etude de ’activité antidiabétique

VIII.1. Etude de I’activité antidiabétique d’Euphorbia résinifiera

L’évaluation de I’activité antidiabétique in-vitro a été réalisée en utilisant 1’activité
inhibitrice de I’enzyme de 1’a-amylase. Ce dernier est un enzyme responsable de la digestion
des hydrates de carbone et de ’augmentation de la glycémie. Ainsi, toute inhibition de cette

enzyme signifie une augmentation de la glycémie.

Il existe plusieurs plantes qui sont utilisées par I’Homme en médecine traditionnelle pour le
traitement du diabéte (Bouhlali et al. 2018, Marsoul et al. 2020), ou des scientifiques ont
confirmé 1’'utilité et I’intérét thérapeutique des plantes mais les mécanismes d’action via

lesquels elles exercent leurs effets hypoglycémiques restent encore mal connus.

L’¢évaluation de I’activité antidiabétique des extraits obtenus par sonication a montré que
I’extrait hydroalcoolique posséde la plus haute activité antidiabétique tandis que 1’activité la
plus faible a été observée par I’Eau. Les résultats présentés dans la figure 111.30 suivante ont
révélé qu’en méme concentration de 5mg/ml, ’activité antidiabétique in-vitro de 1’extrait
hydroalcoolique, méthanolique et aqueux était respectivement de (66,43+2,21%),
(58,24+6,2%) et (48,78+4,6%).

Pour les extraits obtenus par macération, le pourcentage d’inhibition de [’activité
antidiabétique a été enregistré par 1’extrait hydroalcoolique était le plus élevé avec une valeur
de (71,29+4,6%) a la concentration de 5Smg/ml, suivie par 1’extrait méthanolique avec une
valeur de (53,21+£2,5%). La valeur la plus basse a été marquée par ’extrait aqueux
(51,03%0,7%).

L’Acarbose utilisé comme étalon de référence a montré une activité antidiabétique trés
élevée avec une valeur de (90,21+2,3%) et un IC50 égale a (0,18+0,016mg/ml), démontrant un
pourcentage d’inhibition fort par rapport aux extraits bruts d’Euphorbia résinifiera comme la

montre la figure.111.30 et le tableau 111.12.
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Figure.ll1.30 :  Pourcentages d’inhibition de I’activité antidiabétique des différents extraits
d’Euphorbia résinifiera ainsi que 1’ Acarbose.
Des chercheurs ont montré par des analyses chimiques que la présence de I’acide gallique,
les polyphénols, 1’acide ellagique et les tanins peut étre responsable de cette activité

antidiabétique (Srinivasan et al. 2007, Ali et al. 2008, Nganso Ditchou et al. 2024).

Sans oublier qu’IC50 est une mesure permettant d’établir le potentiel antidiabétique d’un
échantillon. 1l mesure la concentration inhibitrice semi-maximale d’un échantillon testé. Il
montre aussi la quantité d’agent bioactif est nécessaire pour inhiber la moitié de processus d’un

agent biologique ou plus la valeur d’IC50 est basse, plus le test est puissant.

Dans cette étude, I’extrait hydrométhanolique obtenu par macération a montré la valeur
d’IC50 la plus basse de (1,1+£0,23mg/ml), tandis que I’extrait méthanolique et I’extrait aqueux
ont donné les valeurs de (3,00£0,16mg/ml) et (4,88+0,07mg/ml) respectivement. D’autre part,
I’extrait aqueux obtenu par sonication a marqué la valeur d’IC50 la plus élevée
(5,12+0,08mg/ml), suivie de I’extrait méthanolique qui est a son tour suivie de ’extrait
hydroalcoolique avec des valeurs de (3,01+0,09mg/ml) et (2,08+0,06mg/ml) respectivement

comme le montre le tableau 111.12.

108



Tableau I11.12 :  1IC50 des différents extraits d’Euphorbia résinifiera.

IC50(mg/ml)
Macération Sonication Standard
Méthanol Eau Hydrométhan | Méthanol Eau Hydrométhano | Acarbose
olique lique
IC50 | 3,00+0,16 | 4,88+0,07 1,1+0,23 3,01+0,09 | 5,12+0,08 2,08+0,06 0,18+0,016

L’a-amylase est un constituant suc pancréatique et de la salive qui est requis pour le
catabolisme des glucides a longues chaines comme 1’amidon et le glycogéne en unités plus
petites. En effet, I’a-amylase brise des liaisons a(1—4) glycosidiques a I’intérieur des chaines

de I’amidon pour donner des molécules plus petites et ainsi une augmentation de la glycémie

(Lordan et al. 2013).

Des auteurs ont trouvé que 1’augmentation dose-dépendante du pourcentage d’activité
inhibitrice contre I’a-amylase comme dans notre étude, mais les auteurs ont trouvé dans cette
recherche que I’extrait méthanolique de caesalpina digyna a montré qu’a la concentration de
100pg/ml d’extrait, le pourcentage d’inhibition était de (23,62+0,2454%) et pour 1000ug/ml
était (61,61+0,3729%) (Emon et al. 2021).

D’autres études ont marqué que I’extrait aqueux d’une autre plante aromatique et médicinale
a donné une IC50 de I’activité antidiabétique égale a 4,4ug/ml, ce qui montre qui est loin des
résultats de notre étude (Amjad et al. 2019).

Les mécanismes réactionnels impliqués dans 1’inhibition des enzymes a-amylase par les
inhibiteurs de protéines végétales ne sont pas clairement compris. Mais certaines suggestions
suggerent que les protéines végetales (Flavanols) pourraient provoquer les changements

conformationnels dans la structure (Kwon et al. 2010).

VI11.2. Etude de I’activité antidiabétique de Retama dasycarpa

VIll.2.a. Feuilles

L’effet antidiabétique des feuilles de Retama dasycarpa a pu atteindre (67,82+0,6%) en
utilisant la sonication comme méthode d’extraction a la concentration de Smg/ml et il reste le
pourcentage le plus élevé. A 2,5mg/ml, le pourcentage d’inhibition de I’a-amylase parait aussi
modeste qui égale a (47,89x1,8%).
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Pour la macération, les résultats n’ont pas trop variés et ils ont donné¢ un pourcentage

d’inhibition égale a (66,43+0,2%) et (46,04+1,08%) pour 5Smg/ml et 2,5mg/ml respectivement.

Les résultats ont prouvé qu’en méme concentration d’extrait des feuilles de Retama
dasycarpa, le pourcentage d’inhibition ne varie pas trop entre la sonication et la macération

comme le montre la figure.111.31.

Ces résultats sont différents d’une autre recherche qui a révélé que I’extrait des feuilles de
Momordica cymbalaria obtenu par macération a une activité antidiabétique plus élevée que

I’extrait obtenu par sonication (Yadav et al. 2022).

Ces résultats ont été comparés avec I’acarbose qui est un standard commercialisé utilisé pour
évaluer I’activité antidiabétique et qui a donné des valeurs de (90,21+0,6%), (68,96+1,2%),
(50,96+0,8%) pour les concentrations de 5mg/ml, 1,25mg/ml et 0,31mg/ml respectivement.

En ce qui concerne 1C50, les feuilles de Retama dasycarpa ont enregistré une valeur de
(2,71+0,018mg/ml) et (2,26+0,026mg/ml) en utilisant macération et sonication respectivement.
Quant a I’acarbose qui a marqué une valeur d’IC50 qui égale a (0,018+0,093mg/ml) comme le
montre le tableau 111.13.
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Figure.ll1.31 : Pourcentage d’inhibition de I’a-amylase des différents extraits de Retama dasycarpa
ainsi que le standard de référence.
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VII.2.b. Tiges

La figure 111.31 montre que I’extrait des tiges de Retama dasycarpa obtenu par macération
a enregistré un effet antidiabétique plus €levé que I’extrait obtenu par sonication. Ce dernier a
enregistré des valeurs de (50,57+0,46%), (38,42+0,5%), (14,53+0,3%) et (10,94+0,09%) pour
les concentrations de 5mg/ml, 2.5mg/ml, 1.25mg/ml et 0.62mg/ml respectivement. Outre qu’a
la concentration de 0,31mg/ml, I’effet inhibiteur de I’activité antidiabétique était de

(5,17+0,09%) et cette valeur reste la plus bas trouvée.

Pour I’extrait des tiges obtenu par macération, les pourcentages d’inhibition de 1’a-amylase
égalent a (53,21+2,24%), (36,01+1,7%), (26,71+0,5%), (17,48+1,08) et (7,75+1,16%) pour les

concentrations de 5mg/ml, 2,5mg/ml, 1,25mg/ml, 0,62mg/ml et 0,31mg/ml respectivement.

Le tableau I11.13 suivant montre que les extraits des tiges de Retama dasycarpa ont
enregistré une IC50, plus ou moins, loin du standard qui égalent a (4,53 0,093mg/ml)

(4 ,94+0,065mg/ml) pour la macération et la sonication respectivement.

Tableau 111.13 :  1C50 des différents extraits de Retama dasycarpa, ainsi que 1’ Acarbose.

IC50(mg/ml)
Méthodes Macération Sonication standard
Feuilles Tiges Feuilles Tiges Acarbose
IC50 2,71+0,018 4,530,093 | 2,260,026 4,94+0,065 0,18+0,093

Des résultats non identiques ont marqué qu’il existe des variations de la composition
chimique qui due a plusieurs facteurs tels que la saison de récolte, la méthode d’extraction, ainsi

que la polarité de solvants etc... (Uddin et al. 2014, Akolade et al. 2017).

D’autres études menées in-vitro sur 1’activité antidiabétique des feuilles d’une plante
aromatique et médicinale par I’a-amylase, a révélé un effet inhibiteur intéressant et qui a donné
une IC50 égale a 0.475mg/ml en les comparant avec d’autres parties de méme plante (El

Kourchi et al. 2024).

Nos résultats sont conformes a d’autres auteurs ou ils ont étudié I’inhibition de 1’a-amylase
de plantes médicinales couramment utilisées dans I’hyperglycémie et ont constaté une activité
diminuée dans certains extraits de plantes (Ranilla et al. 2010), ainsi que d’autres études qui ont

montré que les composés phytochimiques des dérivés de la plante étaient capables de réduire
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I’activité inhibitrice de I’a-amylase et ses potentiels inhibiteurs seraient susceptibles d’offrir
des thérapies approches du traitement postprandial hyperglycémie (Apostolidis et al. 2011,
Ezuruike and Prieto 2014, Wang et al. 2015).

Ce potentiel inhibiteur observé par les extraits de Retama dasycarpa peut étre attribué a la
présence des composés phénoliques des tanins, des flavonoides, des alcaloides...(Ramkumar
et al. 2011, Mohamed 2014, Hamza et al. 2019) dont I’inhibition d’une enzyme comme I’a-
amylase qui est impliqué dans I’hydrolyse des glucides a été exploitée comme approche
thérapeutique pour contréler 1’hyperglycémie postprandial. L’a-amylase catalyse la
dégradation des liaisons a-1.4-glucosidiques de I’amidon, glycogéne et oligosaccharides en
plus simple monosaccharides qui sont facilement disponibles pour 1’absorption intestinale Leur
inhibition est donc considéré comme efficace pour contrbler le diabete en supprimant

I’absorption du composé de glucose a partir de I’amidon (Bhandari et al. 2008).

IX. Etude de Pactivité antifongique d’Euphorbia résinifiera

IX.1. Etude de P’activité antifongique d’Euphorbia résinifiera

L’activité antifongique des extraits d’Euphorbia résinifiera a été qualitativement exaltée par
la présence ou I’absence de zones d’inhibition et le diamétre de ces zones, par la méthode directe
de la production des métabolites antifongiques volatiles. Cependant, les résultats ont montré
que les extraits d’Euphorbia résinifiera ne présentaient aucune activité antifongique contre les

champignons testés.

Nos résultats sont différents des résultats obtenus par (Patel and Coogan 2008), qui ont

constaté que 1’extrait aqueux de Moringa ont donné des zones d’inhibition tres nettes.

D’autres études sont non similaires aussi qui ont révélé que 1’extrait de Rhizophora mangle
ont présenté une activité antifongique contre F.guttiforme. Cette étude, peut étre due au choix
de solvant, ou choix de méthode d’extraction ou choix de période de récolte...(Sales et al.

2016).

Contrairement a nos résultats, Abhishek Mathur et al, ont marqué que le solvant
hydroalcoolique de plusieurs plantes étudiées par eux, posséde le maximum de 1’effet
antifongique. En effet, 1’extrait hydroalcoolique d’Andrographis paniculata montre une
puissante activité antifongique contre Aspergillus niger, montrant le diamétre de la zone

d’inhibition égale a 20mm. Aussi que 1’extrait hydroalcoolique d’Achyranthes aspera, a montré
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une activité antifongique similaire contre Condida albicans et Aspergillus niger avecc le

diamétre de la zone d’inhibition égale a 20mm aussi (Potdar et al. 2012).

Les résultats montrent également que les extraits aqueux de différentes plantes variaient
considérablement dans leur potentiel antifongique. Ces différences peuvent étre attribuées a des
différences dans la nature et/ou la concentration des inhibiteurs chimiques dans les différentes
especes végétal(Uppal et al. 2008, Boukandou Mounanga et al. 2015)es et a leur solubilité

relative (Uppal et al. 2008, Boukandou Mounanga et al. 2015).

IX.2. Etude de ’activité antifongique de Retama dasycarpa

IX.2.a. Feuilles

Les activités antifongiques in vitro des extraits des feuilles de Retama dasycarpa a des
concentrations de 0,31mg/ml, 0,62mg/ml, 1,25mg/ml, 2,5mg/ml et 5mg/ml ont été testées

contre Fusarium oxysporum et Botrytis cinerea.

Par macération, les feuilles de Retama dasycarpa ont révélé des pourcentages d’inhibition
égalent a (2,99+0,2%), (8,96+0,1%), (10,45+0,2%), (13,43+0,3%) et (25,37+0,4%) pour les
concentrations de 0,31mg/ml, 0,62mg/ml, 1,25mg/ml, 2,5mg/ml et 5mg/ml respectivement. A
les mémes concentrations, ’extrait des feuilles obtenu par sonication a marqué des
pourcentages d’inhibition égalent a (4,48+0,4%), (10,45+0,5%), (11,94+0,4%), (14,93+0,6%)
et (26,87+0,6%) respectivement. Ces résultats ont été obtenus en utilisant deux méthodes
d’extractions a partir des feuilles de Retama dasycarpa contre le champignon de Fusarium

oxysporum comme la montre la figure.l11.32.

Notre étude a évalué aussi un deuxiéme champignon qui est le botrytis cinerea et qui a
marqué les résultats suivants : par macération, les feuilles de Retama dasycarpa ont révélé des
pourcentages d’inhibition modestes qui égalent a (1,49+0,1%), (5,97+0,2%), (8,96+0,7%),
(11,94+0,4%) et (23,88+0,6%) pour les concentrations de 0,31mg/ml, 0,62mg/ml, 1,25mg/ml,

2,5mg/ml et 5Smg/ml respectivement.

Le pourcentage d’inhibition le plus élevé était marqué par 1’extrait des feuilles obtenu par
sonication a la concentration de 5mg/ml. Ce pourcentage égale a (32,84+0,8%) suivie par les
pourcentages de (17,91+0,5%), (14,93+£0,3%), (8,96+0,3%) et (2,99+0,1%) pour les
concentrations de 2,5mg/ml, 1,25mg/ml, 0.62mg/ml et 0,31mg/ml respectivement.
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Figure.ll1.32 :  Pourcentages d’inhibition de ’activité antifongique des extraits de Retama dasycarpa
contre Fusarium oxysporm.

IX.2.b. Tiges

L’essai antifongique in-vitro a été réalisé en utilisant la méthode de diffusion de milieu
gélose dextrose de pomme de terre (PDA), et la croissance de Fusarium oxysporum et Botrytis

cinerea testées a été inhibé par les concentrations testées a partir des tiges de Retama dasycarpa.

Le pourcentage d’inhibition de la croissance de Fusarium oxysporum a été modeste que ce
soit par macération ou par sonication. Par la premiere méthode d’extraction, les pourcentages
d’inhibition ont été de (1,04+0,5%), (2,99+0,6%), (4,48+0,2%), (5,97+0,7%) et (8,96+0,1%)
pour les concentrations de 0,31mg/ml, 0,62mg/ml, 1,25mg/ml, 2,5mg/ml et 5mg/ml
respectivement. La deuxieéme méthode d’extraction a donné des résultats plus €levés que la
macération et elle a donné des pourcentages d’inhibition égalent a (1,49+0,2%), (5,97+0,9%),
(7,46£0,7%), (10,45+0,3%) et (13,43+0,2%) pour les mémes concentrations testées qu’avant
respectivement.

Botrytis cinerea, le deuxieme champignon testé a donné des résultats aussi modestes comme
la montre la figure.111.33. La macération a pu donner un pourcentage d’inhibition qui a atteint
jusqu’a (11,94+0,2%) a la concentration de 5mg/ml, tandis que la sonication a marqué un

pourcentage plus elevé a la méme concentration et qui égale a (26,87+0,7%).
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Figure.ll1.33 : Pourcentages d’inhibition de 1’activité antifongique des extraits de Retama dasycarpa
contre Botrytis cinerea.
Notre étude a été consacré de tester deux genres de champignon : Botrytis cinerea est un
agent de pourriture, et Fusarium oxysporum est le champignon le plus responsable de certaines
maladies de I’Homme (Riolo et al. 2023).

Des résultats différents a nos résultats d’Euphorbia résinifiera, qui marque que ’extrait
aqueux obtenu par soxhlet a montré une zone d’inhibition de I’activité antifongique égale a
(16x+1,6mm). Cette zone est supérieure a celle de 1’extrait méthanolique de Micromeria graeca
avec un diameétre de (12+0,33mm) contre candida albicans et Aspergillus niger aussi. Cette
plante a prouvé alors que I’extrait agqueux a donné une activité antifongique supérieure a
I’extrait méthanolique (Yilmaz et al. 2024). Cette différence de résultats peut étre attribuée a
plusieurs facteurs comme différence de plante, différence de champignons étudiés ou différence

de méthodes d’extractions utilisées.

Des résultats non identiques ont montré que 1’extrait d’Euphorbia sp obtenu par décoction
s’est marqué une activité antifongique efficace. En effet, sous son action a 4,64mg/ml, la zone
d’inhibition était de 100% pour Helminthosporium sativum, de 80% pour les champignons
d’Alternaria alternata et Fusarium oxysporum et 40% pour Sclerotinia sclerotiorum et Botrytis
cinerea (Hajji et al. 2018).

Des études similaires par des auteurs, ont prouvé que les extraits méthanoliques, aqueux et
dichlorométaniques d’Euphorbia Hirta n’ont possédé aucune activité antifongique sur neufs

souches de champignons (Riaz et al. 2013).
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Des chercheurs ont montré que I’extrait aqueux de Calendula officinalis L. n’a marqué
aucune activité antifongique en testant plusieurs concentrations contre plusieurs souches
fongiques ou des chercheurs ont attribué cette fonction a des composés phénoliques ayant une
activité antifongique (Daoudi et al. 2024). Ces composés peuvent altérer la stucture des
membranes cellulaires en inhibant la croissance des mycéliums (Okubara et al. 2014, Ghani et
al. 2024).

Des résultats similaires aux résultats de Retama dasycarpa qui ont montré que les composés
phytochimiques révelent leur capacité a agir d’'une maniére dose-dépendante par exfoliation de
la couche superficielle de champignons et désorganisation des organites cellulaires (Olszewska
et al. 2020).

Des auteurs ont montré que les feuilles d’Adiantum capillus veneris marquent des zones
d’inhibition de I’activité antifongique supérieurs a celles des tiges contre plusieurs
champignons testés (Candida albicans, Trichoderma, Pythium, Aspegillus flavis..) et aussi a
travers plusieurs solvants utilisés, comme dans le cas de Retama dasycarpa (Martins et al.
2015).

Cela peut s’expliquer en testant les effets des métabolites secondaires contenus dans les
plantes. L’activité biologique des plantes naturelles est donc directement liée a leur composition
chimique. La capacité antifongique démontrée peut s’expliquer par de composés naturels
appelés métabolites secondaires contenus dans ces plantes. Il est assez difficile d’attribuer
I’effet antifongique a un seul métabolite contenu dans 1’extrait. Cet effet inhibiteur dépend de
la présence d’une ou plusieurs substances aux propriétés antifongiques dans chaque extrait. Les
extraits contiennent toujours un mélange de composés. En plus de la plupart des composés
phytochimiques de la plante, les éléments mineurs peuvent également apporter une contribution
significative a I’activité antifongique. Ces substances agissent simultanément ou différemment,
adoptent des voies similaires ou différentes et agissent conjointement ou indépendamment sur
une ou plusieurs cibles, ce qui entraine une activité antifongique efficace (Khouchlaa et al.
2021).

X. Conclusion

Notre étude des activités biologiques des extraits d’Euphorbia résinifiera et de Retama
dasycarpa, a montré que ces extraits ont des activités efficaces surtout pour I’activité
antibactérienne, anti-inflammatoire et antidiabétique. Quant a I’activité antifongique, les
extraits de Retama dasycarpa a révélé des activités modestes, tandis qu’Euphorbia résinifiera
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n’a montré aucune activité antifongique. Il serait intéressant par la suite de savoir si la

consommation de ces deux espéces sera-t-elle toxique ou non ?

Partie 5 : Etude de la toxicité aigue

I. Etude de la toxicité aigiie d’Euphorbia résinifiera

La toxicité aigue fait référence aux effets indésirables qui surviennent aprés une dose orale
unique d’une substance ou plusieurs doses dans les 24heures. C’est une propriété biologique
qui dépend de la structure atomique ou moléculaire d’un composé et donc de son interaction
avec la matiére vivante. La dose du composé nécessaire pour produire un effet. Par conséquent,
plus les effets nocifs d’un composé toxique sont importants, plus le composé est toxique. Cette
toxicité s’exprime sous la forme d’une dose 1étale capable de tuer 50% de la population qui
s’appelle DL50 (Liu et al. 2023).

Les résultats de la toxicité aiglie a la dose de 2000mg/kg n’ont montré aucun signe clinique
de toxicité aiglie. Tous les animaux testés ont survécu une observation pendant les 14jours ou
leur comportement est resté normal a I’exception de I’extrait aqueux d’Euphorbia résinifiera
obtenu par macération et extrait méthanolique obtenu par sonication qui ont montré une
réduction du poids corporel et une sédation. C’est pour cela, la dose a donc été réduit a

300mg/kg et I’¢tude a été répétée directement (Figure.l111.34).

Les résultats montrent aussi que la dose létale (DL50) est supérieure a 2000mg/kg pour le
reste des extraits y compris, les extraits d’Euphorbia résinifiera obtenus par sonication, ainsi
que I’extrait méthanolique et hydrométhanolique obtenus par macération comme les montrent
les figures.111.35, figure.l11.36, figure.111.37 et figure.l11.38. Durant les 14jours de suivi, le
poids corporel moyen de chaque groupe n’a pas changé, surtout aprés 10jours de suivi. Par
conséquent, sur la dose de ces résultats et de ’EOCD n°423 directives, les extraits sont

considérés comme non toxiques pour une administration orale unique a 2000mg/kg.
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Figure.ll1.34 :  Evolution du poids corporel des animaux traités par I’extrait aqueux obtenu par
macération et extrait méthanolique obtenu par sonication d’Euphorbia résinifiera du groupe

témoin.
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Figure.l11.35 :  Evolution du poids corporel des animaux traités par 1’extrait hydrométhanolique
d’Euphorbia résinifiera obtenu par macération du groupe témoin.
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Figure.l11.36 : Evolution du poids corporel des animaux traités par 1’extrait méthanolique
d’Euphorbia résinifiera obtenu par macération du groupe témoin.
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Figure.l11.37 :  Evolution du poids corporel des animaux traités par 1’extrait aqueux d’Euphorbia
résinifiera obtenu par sonication du groupe témoin.
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Figure.l11.38 :  Evolution du poids corporel des animaux traités par 1’extrait hydrométhanolique
d’Euphorbia résinifiera obtenu par sonication du groupe témoin.
Aucune étude de la toxicité orale d’Euphorbia résinifiera n’a été rapportée dans la littérature

scientifique.

En effet, selon les études menées par ElI Kabbaoui et al, (2017) sur les effets toxiques de
plusieurs plantes marocaines, la dose létale (DL50) des extraits traditionnels des plantes qui
provoquait 50% de mortalités chez les souris variait en fonction de la voie d’administration et
de la concentration de I’injection intra-péritonéale ou elle est de 580mg/kg (EI Kabbaoui et al.
2017), alors que la concentration orale trouvée par d’autres chercheurs est beaucoup plus élevee
et supérieure a 2000mg/kg (Habib et al. 2021).

Des résultats similaires prouvés par des chercheurs, qui ont initialisé leur recherche de
toxicité aigiie par la dose 300mg/kg ou elle n’a induit aucun cas de décés et ensuite ils ont
augmenté la dosé a 2000mg/kg selon les régles dictées par I’OCDE 423 ou ils ont confirmé que
I’extrait méthanolique d’Asphodelus microcarpus n’a enregistré aucun décés. Ce que les
auteurs ont conclus que la DL50 de I’extrait de la plante étudiée est supérieure a 5000mg/kg

(Nouioura et al. 2023).

Il. Etude de la toxicité aigiie de Retama dasycarpa

Cette étude a été réalisée pour évaluer la toxicité aiglie des extraits de Retama dasycarpa.
Les résultats trouves par voie orale a la dose de 2000mg/kg n’ont montré aucun signe clinique
de toxicité. Tous les animaux testés n’ont survécu aucune mortalité et aucune morbidité pendant

les 14jours d’observation et leur comportement est resté normal.
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Selon la norme OCDE n°423, pour des raisons de protection des animaux, il n’est pas permis
d’augmenter la dose supérieure a 2000mg/kg, sauf dans des cas justifiés. Ces résultats signifient
que la dose létale DL50 est plus supérieure & 2000mg/kg pour tous les extraits des feuilles et
des tiges de Retama dasycarpa obtenus gque ce soit par sonication ou par macération. Durant les
14jours de suivie, le poids corporel moyen de chaque groupe de souris n’a pas changé comme
le montre la figure.111.39, figure.111.40, figure.111.41 et figure.111.42. Ainsi sur la base de ces
résultats et de I’OCDE n°423 selon les directives, les extraits des feuilles et des tiges de Retama

dasycarpa sont considérés comme non toxiques pour une administration orale unique a la dose
de 2000mg/kg.

Acute toxicity

-~ Control
40— - 1

Weigh (g)

Figure.111.39 :  Evolution du poids corporel des animaux traités par 1’extrait des feuilles de Retama
dasycarpa obtenu par macération du groupe témoin.
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Figure.ll1.40 : Evolution du poids corporel des animaux traités par I’extrait des tiges de Retama
dasycarpa obtenu par macération du groupe témoin.
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Figure.l11.41 :

Evolution du poids corporel des animaux traités par 1’extrait des tiges de Retama
dasycarpa obtenu par sonication du groupe témoin.
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Figure.ll1.42 :  Evolution du poids corporel des animaux traités par I’extrait des feuilles de Retama
dasycarpa obtenu par sonication du groupe témoin.

Des résultats identiques par des chercheurs, ont montré que I’administration orale d’extrait
méthanolique des feuilles de Coccinia grandis, Datura metel, Strychnos nuxvomica et Vitex
negundo a révélé qu’elle était sans risque chez les animaux jusqu’a une certaine dose et a la
dose maximale de 2000mg/kg du poids corporel, aucun changement de comportement normal
n’a été observé et aucun signe ni de symptomes de toxicité ou de décés n’a été marqué (Akindele

et al. 2015).

Des résultats non similaires, I’administration orale de doses uniques (5000, 10000 et
14000mg/kg poids corporel) d’extrait de Corrigiola telephiifolia n’a pas entrainé ni de mortalité
ni de signes de toxicité ou d’intoxication jusqu’a 14°™ jours de 1’étude. Des changements
significatifs de poids corporel ont été enregistré alors ces observations suggerent que le milieu
létale par voie orale de I’extrait de Corrigiola telephiifolia supérieure a 14000mg/kg de poids

corporel (Hammi et al. 2015).

La DL50 d’Atractylis gummifera dépend aussi de la partie de la plante ingéree et de la fagon
dont elle est preparée (Vallejo et al. 2009). En effet, une dose de 100g de racine fraiche en
infusion lactée ou prise en nature, serait mortelle pour un adulte alors que selon charnot, un

individu de 60kg serait tué par 480g de racine environ (Aouachria et al. 2017).
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I11. Conclusion

Les résultats de 1’étude in-vivo montrent que les extraits d’Euphorbia résinifiera, ainsi que
Retama dasycarpa avec ces deux parties : feuilles et tiges, ne produisent aucun signe de toxicité
tels que la diarrhée, salivation, convulsions, coma et sommeil léthargique. Il serait donc
intéressant par la suite, d’identifier et de quantifier les différents composes présents dans ces

extraits testés.

Partie 6 : Etude de la composition chimique par GC-MS

I.  Composition chimique d’Euphorbia résinifiera
L’analyse GC-MS a permis d’identifier environ 67 composés dans [’extrait acétylé
méthanolique d’Euphorbia résinifiera (Tableau 111.14) et 92 composés dans 1’extrait acétylé

hydrométhanolique de la partie aérienne de notre plante (Tableau 111.14).

Les composes trouves sont identifiés par le temps de rétention, tout en faisant correspondre
les spectres de masse des métabolites séparés avec la base de données PUBCHEM et les

données de la littérature.
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Figure.ll1.43 : Chromatogramme GC-MS de I’extrait hydrométhanolique acétylé d’Euphorbia
résinifiera
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Figure.lll.44 :  Chromatogramme GC-MS de I’extrait méthanolique acétylé d’Euphorbia résinifiera

Pour D’extrait hydroalcoolique acétylé de la partie aérienne d’Euphorbia résinifiera, le
composé majoritaire est le camphre avec un pourcentage de (17.77%) et Acetamide,N-methyl-
N-(2-phenylethy) avec un pourcentage de (16.63%), ainsi qu’Asoxiraneum decanoic acid ; 3-
phenyl-methylester and Fenretinide avec des pourcentages de (13.65%) et (11.35%)

respectivement.

Parmi les composés secondaires, nous avons trouve Lutein, D-mannitol, 2,4-di-O-methyl-

tetracetate avec des pourcentages de (3.92%) et (4.42%) respectivement.

De plus, il existe d’autres composés comme la catéchine(Flavonoides), Modopine, Lupéol
et Resibufonegémine avec des pourcentages de (0.38%), (0.4%), (1.74%) et (0.53%)

respectivement. Il existe aussi des composés mineurs tels que les alcaloides, des stérols...

Pour ’extrait méthanolique acétylé de la partie aérienne d’Euphorbia résinifiera est Neo-
inositol, hexaacetate avec un pourcentage de (20.49%). Il existe également des composes
secondaires comme a-cymene et 3-acetamido-3-ethylhexane avec des pourcentages de (7.42%)
et (7.6%) respectivement. D’autres composés mineurs comme acetamido-N-methyl-N-(2-

phenylethyl) avec un pourcentage de (0.41%).

De nombreuses composés sont communs entre I’extrait méthanolique acétylé et 1’extrait
hydroalcoolique acétylé mais avec des pourcentages différents comme camphre, acetamido-N-
methyl-N-(2-phenylethyl) et acetamide. Plus que plusieurs composés présents dans les deux
extraits ont des activités pharmacologiques trés importantes telles qu’une activité
anticancéreuse comme Fenretinide et des activités antitumorales, antioxydantes et

antibactérienne comme Heineicosane, 11-(1-ethylpropyl) (Ledet et al. 2015).
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Tableau I11.14 ;

Composés bioactifs identifiés par GC-MS dans 1’extrait méthanolique acétylé
d’Euphorbia résinifiera

A 0,
Numgro R.T Nom de composé  Formule brute Area % .
de pic  (min) m/z Ccomposes

Acetamide, N-

4 4.004  methyl-N-(2- C11HI5NO  52089,3 177 0,41

phenylethyl) -

18 31795 Heneicosane, 11-(1- opiss 19305 366 0,09

ethylpropyl)-
19 31.840 Camphor CL0H160  222,654.4 152 1,58
Phenylacetaldehyde

26 40.839 N-methyl-N- C10HI2N20  333197,2 192 2,60
formylhydrazone
Phenol, 4,6-di(1,1-

28 41739 dimethylethyl)-2- C15H240  217362,3 220 1,69

methyl

29 42690 Mecloxamine C19H24CINO  22727,8 329 0,18

33 4447 Docosanoicacid, C23H4602  318936,6 354 2,49

methyl ester

38 49.7g7 ©-Deoxysorbitol C16H2404  306319,7 296 2,39

pentaacetate

41 51778 o-Cymene Cl0H14 10435677 138 7,42

43 53634 S/Acetamido-3- C10H2INO  972208,8 175 7,59

ethylhexane

44 56200 Tryptamine, 2 acetyl CI13H16N202 276677,3 232 2,16

46 57.470 Pentanoicacid C5H1002 1078254 102 0,84

9H-Pyrido[3,4-

49 60.857 h]indole, N-acetyl, 1- - 7454831 5,83

methyl-
51  63.453 Acetamide C2H5NO  713289,2 59 5,57
Heptanamide, 2-

54 65.774 hydroxy-2-pentyl-N- C17H28N202 647157,1 296 5,06
(2-pyridyl)-

55  66.300 ;i:f”o'cac'd’ phenyl c1oH1602  460055.6 192 3,59
Ethaneperoxoic acid,
1-cyano-1-[2-(2-

56 66.474 phenyl-1,3- dioxolan- C19H25NOS5 558952,9 347 4,37
2-yl)ethyl]pentyl
ester

58  68.775 Epiglobulol C15H260  234320,8 222 1,83

59 71256 D-GlUC0se 23456 15109011 1509757, 390 11,79

pentaacetate

60 72622 Neo-lnositol, C18H24012 2622026 504 20,49

hexaacetate
Pentanoicacid, 2,2-
61  73.652 dimethyl- 1,2,3- C24H4406 2900544 428 2,27

propanetriyl ester
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Octanoicacid, 2-

64 76.493 tetrahydrofurylmethyl C13H2403  177250,6 232 1,39
ester
67 78.444 N-Glycylglycine C4H8N203 308956 132 2,41

Tableau 111.15:  Composés bioactifs identifiés par GC-MSdans I’extrait hydrométhanolique acétylé
d’Euphorbia résinifiera

Numéro RT , Forrmule % du
. . Nom de composés Area m/z .
de pic  (min) brute COMpOSES
13 10.307 Acetamide, N,N-diethyl- C6H13NO 97418,8 115 0,04
33 39.558 Shikimicacid C7H1005 351792 174 0,15
51 51g4g  D-Mamnitol, 2.4-di-O- o6 6010 10623898 394 4,42
methyl-, tetraacetate
52 52.683 Lutein C40H5602 9416419 568 3,92
55 57.730 Decanoicacid, methyl ester C11H2202 3783022,5 186 1,57
58 63.213 D-Glucitol, hexaacetate C18H26012 3287821,8 450 1,37
62 6649 Cyclonexanamine, N-[2-(2- o\ oon) 63250435 263 263
phenoxyethoxy)ethyl]-
66 70.360 Scopoletin C10H804 1532263 192 0,64
67 71191 Acetamide, N-methyb-N-2- oy ong 39970880 177 16,63
phenylethyl)-
Oxiraneundecanoic acid, 3-
69 72.821 pentyl-, methyl estercis C19H3603 32811494 312 13,65
70 73.902  Neo-Inositol, hexaacetate  C18H24012 14634556 432 6,09
71 74.692 Camphor C10H160 42719692,2 152 17,76
77 86.767 Catechin C15H1406  907168,2 290 0,38
85 96.511 3-Acetamido-3-ethylhexane C10H2INO 1212075,6 175 0,50
Eicosanoic acid, 2-
86  103.438 (acetyloxy)-1- C25H5006 1403976,5 446 0,58
[(acetyloxy)methyl]ethyl
ester
87 103.910 Diosgenin C27H4203 6897568,5 414 2,87
88 110.011 Stigmasterol C29H480 91353,5 412 0,03
89 112.482 Fenretinide C26H33NO2 27295176 391 11,35
90 116.023 DISTEARIN C39H7605 8565225 637 3,56
91 117.31 Lupeol C30H500 4183833,8 426 1,74
92 123.301 Resibufogenin C24H3204 1263393,2 384 0,53

Il. Composition chimique de Retama dasycarpa

Les résultats de GC-MS de I’extrait de feuilles de Retama dasycarpa a permis d’identifier
48 composes. Les composés trouvés sont identifiés par le temps de rétention, tout en faisant
correspondre les spectres de masse des métabolites séparés avec la base de données PUBCHEM

et les données de la littérature (Figure.l11.45).
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Figure.ll1.45 : Chromatogramme GC-MS de I’extrait des feuilles de Retama dasycarpa.

Les composés les plus majoritaires sont D-Glucose,2.3.4.5.6-pentaacetate (39 ;48%),
acide rétinoique (12,61), I-(+) -Acide ascorbique 2,6-dihexadecanoate (6.4%), 1-cholestanone,
O-allyloxime (3,73), et phénol,2,4-bis(1,1-diméthyethyl) (3,11%). Les composes identifiés
présentent une large gamme d’activités biologiques potentielles. Les diverses propriétés
biologiques de ces composes leur conferent une grande importance dans plusieurs secteurs tels
que pharmaceutique, cosmetique, et alimentaire, mettant en évidence leur utilité pour des

applications thérapeutiques (Tableau 111.16).

Acide rétinoique est reconnu pour ses effets antioxydantes, anti-inflammatoires et
anticancéreuses (Kamau et al. 2016), avec des applications en dermatologie et oncologie
(Rozenbaum et al. 2021).

Les dérivés phénoliques, tels que : phénol,2.4-bis(1,1-diméthylethyl) et le phénol,4,6-
di-(1,1-diméthylethyl)-2-méthyl possedent des propriétés antimicrobienne, antifungique,
antitumoral, et antioxydante (Hsouna et al. 2011, Isha et al. 2020, Hanafy et al. 2021).

Les acides, tels que I’acide stéarique et ses dérives ont des activités antibactériennes

(He et al. 2020).

Imidazole est un composé hétérocyclique soluble dans I’eau et les solvants polaires,
connus par leur propriétés antifungique, anti-inflammatoire, antivirale, antituberculeuse, et

anticancéreuse (Sri Shalini et al. 2010).

L-(+)-acide ascorbique 2,6-dihexadécanoate reconnus par leur propriétés protectrice des

membranes cellulaires contre les dommages oxydatifs qui est utilisé comme additifs
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alimentaires et dans les formulations des produits cosmétique comme anti-age (Peguy Flora
Djuidje et al. 2024).

L’acide érucique présente des propriétés hypolipidémies, 1’acide érucique réduit les
niveaux de lipides circulants, aussi il posséde des propriétés cardioprotectrices. Utilisés comme
compléments alimentaires (Kim et al. 2016).

Aussi, il existe des alcaloides qui ont des activités anticoncéreuses et antibacériennes
comme Isosparteine qui est trouvé comme un composé minoritaire avec un pourcentage de
0.7199% (Przybyt and Kubicki 2011).

Tableau 111.16 : Composés bioactifs identifiés par GC-MS dans ’extrait des feuilles de Retama

dasycarpa.
Numéro TR Nom de composé Formule brute Area m/z %
de pic composé
7 41.559 Phenol, 2,4-bis(1,1- C14H220 2,281,345.2 206
. 3,11
dimethylethyl)-
8 47.756 Imidazole, 2-acetamido- C5H7N30 1,116,799.9 125 1,52
9 48.837 Ritodrine C17H2INO3  575,338.8 287 0,78
10 52.368 dl-Alanyl-dl-leucine C9H18N203 1,357,337.2 202 185
13 65.473  I-(+)-Ascorbic acid 2,6- C38H6808  4,655,282.0 652 6,34
dihexadecanoate
14 65.653 N-[4-Bis(acetyl)- C10H18N203  893,875.3 212 121
aminobutyl]acetamide ’
15 67.084 Phenol, 4,6-di(1,1- C15H240 973,999.4 220
dimethylethyl)-2-methyl- 1,33
17 69.575 D-Glucose, 2,3,4,5,6- C16H22011 28,982,524. 390
39,48
pentaacetate 0
18 72.311 Neo-Inositol, hexaacetate  C18H24012  1,418,141.5 432 1,93
19 74.577 Octadecanoic acid C183602 2,245,538.8 284 3,06
23 90.128 Isosparteine C15H26N2 528,428.9 234 0,72
29 101.18 Erucic acid C22H4202 293,414.5 338 0.40
3 H
30 104.88 Octadecanoic acid, 9,10- C21H4003 324,244.8 340 0.44
9 epoxy-, isopropyl ester ’
32 108.14 N-Acetyltyramine C10H13NO2 858,247.2 179 117
5 H
33 110.76 Oleic acid, 3- C39H7603  2,245,856.0 589
6 (octadecyloxy)propyl 3,06
ester
37 118.89 1-Cholestanone, O- C30H5INO  2,743,843.2 457 374
0 allyloxime '
41 123.82 Retinoic acid C20H2802  9,259,483.0 300 12 61
6 1
42 124.74 Stearic acid C18H3602  1,323,521.5 284 180
2 H
43 124.96 DISTEARIN C39H7605 279,318.4 637 038
7 )
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44 125.83 L-Ascorbic acid, 6- C24H4207 459,496.4 458

0,63
2 octadecanoate
45 125.87 Geldaramycin C29H40N209 512,548.7 540 0.69
7 )

Tandis que les résultats d’analyse GC-MS de I’extrait des tiges de Retama dasycarpa
montrent la présence de 27 composés qui présentent des structures variées, comprenant des
esters, des phénols, des alcools, des caroténoides er des acides organiques. Les resultats sont
exprimés en pourcentage relatif de I’aire de chaque pic, ce qui indique 1’abondance de chaque
composé dans 1’échantillon (figure.l111.46).
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Figure.ll1.46 : Chromatogramme GC-MS de I’extrait des tiges de Retama dasycarpa.

Les composés les plus abondant sont D-Glucopyranose, pentaacétate avec un pourcentage
de 41,24% suivi par la forme dérivée de 1’acide ascorbique le L-(+)6Ascorbic acid2,6-
dihexadecanoate (12.61%). Aussi, ’analyse a révélé la présence de phénol, 2,4-bis(1,1-
diméthylethyl) (6.57%), Geranylisovalerate (7.42%) et Tributyl acérylcitrate (4.07%). Ces
composés identifiés dans 1’extrait des tiges d’aprés la littérature possédent des activités

biologiques, ce qui met en évidence le potentiel thérapeutique de 1’extrait (Tableau 111.17).

Acide cis-vaccénique est un acide gras monoinsaturé, posseéde des propriétés

antibactériennes et anti-inflammatoires (Semwal and Painuli 2019, Abbasi et al. 2024)

On trouve aussi des caroténoides comme : Rhodopine et lycoxanthine qui ont un potentiel
phytoprotecteur et antioxydant et ils sont couramment utilisés dans les produits cosmétiques
(Qadir et al. 2016).
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Le Geranyl isovalerate est I’un des composés majoritaires qui posseéde des propriétés
antioxydantes, antimicrobiennes, antifongiques, et anticancéreuses (Jirovetz et al. 2007, Rasool
et al. 2021). Aussi, on constate que I’extrait de tiges et 1’extrait des feuilles contiennent des
composés commun tels que le Phénol,2,4-bis(1,1-diméthyethyle), Phénol, 2,4,6-tri(1-
méthylethyle) et 1’Acide Hexadécanoique qui sont connus pour leurs effets antioxydant et

antimicrobiens (Hsouna et al. 2011, Isha et al. 2020, Hanafy et al. 2021).

Tableau 111.17 : Composés bioactifs identifiés par GC-MS dans ’extrait des tiges de Retama
dasycarpa.
Numér TR Nom de composé Formule brute  Area m/z % composé
ode
pic
1 12.697  N-Acetyl-l-alanine C7H14N202 536,640.7 158 0,77
ethylamide
2 22.176  Benzaldehyde, 2,4- C9H100 2,843,708 134 4,07
dimethyl- 5
3 29.204 Oxalic acid, allyl C18H3204 1,182,930 312 1,69
tridecyl ester .6
5 33.926 Diethyl adipate C10H1804 1,066,531 202 1,53
A4
6 41.559  Phenol, 2,4-bis(1,1- Cl4H220 4,590,978 206 6,57
dimethylethyl)- 5
7 42.209 3-Eicosene, (E)- C20H40 471,113.9 280 0,67
8 63.518 Tridecanol, 2-ethyl-2- ~ C16H340 1,396,959 242 2,00
methyl- 6
9 65.524  I-(+)-Ascorbic acid C38H6808 8,805,711 652 12,61
2,6-dihexadecanoate .0
10 66.979  Hexadecanoic acid, C18H3602 2,178,842 284 3,12
ethyl ester 5
11 67.074  Phenol, 2,4,6-tris(1- C15H240 1,172,687 220 1,68
methylethyl) 0
12 69.585 a-D-Glucopyranose,  C16H22011 28,797,35 390 41,24
pentaacetate 0.0
13 79.064  Tributyl acetylcitrate ~ C20H3408 2,846,182 402 4,08
0
15 86.962 Fumaric acid C4H404 2,448,111 116 3,51
5
16 87.803 Adipic acid, ethyl C13H2204  569,104.2 242 0,81
pent-4-en-2-yl ester
18 100.03 Squalene C30H50 410,371.3 410 0,59
7
21 114.49 Rhodopin C40H580 213,602.7 570 0,31
3
22 117.88 DISTEARIN C39H7605  527,099.3 637 0,75
5
23 119.36 Stearic acid C18H3602  488,176.9 284 0,70
5
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24 120.01  Geranyl isovalerate C15H2602 5,183,577 238 7,42

0 5

25 120.82 cis-Vaccenic acid C18H3402 1,068,232 282 1,53
1 A1

26 122.77  L-Ascorbic acid, 6- C24H4207 1,007,264 458 1,44
2 octadecanoate .0

27 127.12 Lycoxanthin C40H560 358,635.3 568 0,51
8

La GC-MS est une technique idéale pour la séparation et identification des matiéres
premiéres végetales contenant des constituants volatiles et semi-volatiles. MS attaché au GC
offre un avantage supplémentaire grace auquel chaque constituant séparé peut étre fragmenté
et le modéle de fragmentation peut étre comparé aux spectres disponibles dans la base de
données. Cela fournit des informations sur les constituants disponibles présents dans la matiére

premiére vegétale sans utiliser des marqueurs chimiques biologiques des plantes.

Grace a cette technique, les métabolites présents dans les extraits peuvent étre séparés,
fragmentés et caractérisés simultanément. Les composés détectés dans 1’Euphorbia résinifiera
et de Retama dasycarpa sont des alcanes, des alcenes, des acides, des esters, des alcaloides, les
phénols, des composés hétérocycliques et des composés aromatiques comme le montre d’autres

¢tudes menées sur d’autres plantes qui ont montré aussi leur richesse en alcaloides (ben

Hammouda et al. 2017, Haida et al. 2020).
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Conclusion générale et perspectives
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Le travail que nous avons entrepris a pour objectif principal ; la valorisation de deux plantes
aromatiques et meédicinales largement utilisées dans la médecine traditionnelle. Euphorbia
résinifiera et Retama dasycarpa étaient sélectionnées parmi les espéces les moins étudiés, en
tenant compte de leurs propriétés endemiques. Ce travail vise alors a contribuer a une meilleure

connaissance de ces especes végétales.

Au cours de cette présente étude, 1’utilisation des solvants purs, des mélanges binaires et
ternaires avec des différentes proportions, ont été efficaces pour pouvoir sélectionner des
extraits @ meilleur rendement en métabolites secondaires a fortes activités biologiques. Le choix
de solvants a été fait par deux méthodes ; la premiére était par la recherche dans la littérature
scientifique et nous avons trouvé gue le méthanol, Eau et le mélange entre les deux étaient les
meilleures pour extraire les métabolites secondaires d’Euphorbia résinifiera, et la deuxiéme
¢tait basée sur 1’utilisation de plan de mélange simplex centroid et nous a permis d’obtenir le
mélange de solvants optimal pour extraire un maximum de métabolites secondaires dans les

feuilles et les tiges de Retama dasycarpa.

Sur le plan phytochimique, nous avons adopté pour Euphorbia résinifiera deux méthodes
d’extraction macération et sonication, en utilisant trois solvants et nous avons constaté que le
rendement d’extraction était meilleur a la macération en hydrométhanolique. Apres, nous avons
réalisé des dosages phytochimiques qui ont marqué que les six extraits sont riches en
polyphénols, flavonoides, tanins et caroténoides ou I’extrait hydrométhanolique obtenu par
macération, a marqué les valeurs les plus élevées en polyphénols totaux 7.09+0.4gEAG/gMV,
en flavonoides 3.51+0.05mgER/gMV, en tanins 0.855+0.04mgEC/gMV et en caroténoides
0.36+0.03mg/g d’extrait. En ce qui concerne Retama dasycarpa, les résultats de notre étude ont
montré que les feuilles sont riches en composés phénoliques par rapport aux tiges en utilisant
les mémes méthodes d’extractions ou les meilleures valeurs ont ét¢ enregistré par 1’extrait des
feuilles obtenu par sonication et qui ont donné 120.34+0.1mgEAG/gMV,
43.78+0.03mgER/gMV, 10.49£0.04mgEC/gMV et 3.51+0.06mg/g d’extrait pour la teneur
totale en polyphénols, en flavonoides, en tanins et en caroténoides respectivement. Par contre,
nous avons trouvé que les tiges ont possedé les meilleures valeurs en utilisant la macération
comme méthode d’extraction et ils ont enregistré 68.73+0.02mgEAG/gMV,
32.95+0.05mgER/gMV, 7.82+0.04mgEC/gMV et 1.89+0.08mg/g d’extrait pour la teneur totale

en polyphénols, flavonoides, tanins et caroténoides respectivement.
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Sur le plan pharmacologique, notre étude a été menée de 1’évaluation de plusieurs activités
biologiques in-vitro, notamment 1’activité antioxydante, antibactérienne, anti-inflammatoire,
antidiabétique et antifongique de la partie aérienne d’Euphorbia résinifiera, ainsi que les deux
parties de Retama dasycarpa (Feuilles et tiges). L’étude de I’activité antioxydante a consisté
que les deux espéces ont une bonne activité et corrélation avec les composés phénoliques par
les trois méthodes FRAP, DPPH et CAT.

D’autre part, I’activité antibactérienne des extraits bruts d’Euphorbia résinifiera et Retama
dasycarpa a été évaluée par la méthode des disques contre six couches bactériennes (Gram+ et
Gram-) : Escherichia Coli, Alcaligenes faecalis, Klebsiella pneumonia, Microbacterium
resistens, Pseudomonas chloritidismutans et Staphylococcus aureus ou la valeur la plus élevée
¢gale a 29.7+0.4mm et elle a été enregistré par I’extrait méthanolique d’Euphorbia résinifiera
obtenu par sonication contre Staphylococcus aureus et la valeur la plus élevée a été détectee
par les feuilles de Retama dasycarpa obtenu par sonication et elle égale a 36.2+0.5mm contre

la méme bactérie précédente.

D’autre part, les résultats de 1’activité anti-inflammatoire et antidiabétique par a-amylase ont
varié d’une maniére dose-dépendante et elles ont été efficaces que se soit pour la partie aérienne
d’Euphorbia résinifiera ou les deux parties de Retama dasycarpa. Quant a [D’activité
antifongique, les extraits de Retama dasycarpa ont révélé des effets modestes qui égale a
32.84+0.8mm qui correspond a I’extrait des feuilles obtenu par sonication contre le champignon
de Botrytis cinerea. Tandis qu’Euphorbia résinifiera n’a montré aucun effet antifongique
contre les deux champignons testés (Botrytis cinerea et Fusarium oxysporm). Pour cela, nous
avons étudié leur toxicité aigue selon le protocole décrit dans la ligne directrice 423(OCDE) e
nous avons constaté qu’aucune mortalité n’a été observée chez les souris recevant une dose de
2000mg/kg des extraits d’Euphorbia résinifiera et de Retama dasycarpa, sauf que I’extrait
agueux obtenu par macération et I’extrait méthanolique obtenu par sonication, la DL50 a été
supérieure a 300mg/kg. De méme, les souris n’ont montré aucun signe de toxicité, tels que des
changements de comportement des tremblements, des contractions musculaires, de la diarrhée,

de salivation, du sommeil et du coma.

L’étude a été cloturée par ’analyse du GC-MS pour identifier les molécules présentes dans
ces extraits ou nous avons trouvé qu’Euphorbia résinifiera et Retama dasycarpa contiennent

des alcanes, des alcénes, des acides, des alcaloides et des composés phénoliques.
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Notre étude montre alors que les différents extraits d’Euphorbia resinifiera et Retama
dasycarpa, du fait de leur richesse en composés phénoliques, peuvent étre utilisés pour d’autres
activités biologiques, ainsi qu’on peut envisager une évaluation in-vivo de ces activités et méme
aussi d’autres activités biologiques, aussi une étude sur le latex d’Euphorbia résinifiera. Par la
suite il sera intéressant d’isoler les composés bioactifs responsables des activités testées. Aussi
que la découverte d’un médicament et la formulation d’un produit fini a base des ces composés

isolés en étudiant les possibles synergies.
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